La transcription du gène PEDF est contrôlée par le corépresseur NCOR1 au niveau des cellules épithéliales intestinales et PEDF agit comme un gène suppresseur de tumeur by St-Jean, Stéphanie
Université de Sherbrooke 
La transcription du gène PEDF est contrôlée par le corépresseur NCOR1 au 
niveau des cellules épithéliales intestinales et PEDF agit comme un gène 
suppresseur de tumeur 
Par Stéphanie St-Jean 
Département d'anatomie et de biologie cellulaire 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
en vue de l'obtention du grade de Maître ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire 
Sherbrooke, Québec, Canada 
1^(^2011 
Mémoire évalué par : 
Pr. François Boudreau, Département d'anatomie et de biologie cellulaire 
Pre. Caroline Saucier, Département d'anatomie et de biologie cellulaire 






395 Wfefcgfon Street 





Patrirnome de l'édition 
395, rué Wellington 
Ottawa ON K1A QN4 
Canada 
Vour m Votre référerm 
t$8N: $78*Ô«4$4«®$755-9 
Ow fils Notre r0êrçmœ 
ISBN: 97&4H944376S-9 
NOTICE: 
The author lias granted a non-
exciusive license alfowing Ubrary and 
Archives Canada ta reproduce. 
pufoJish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or or» the internet, 
loan, distrbute and sell tbeses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, eiectronic and/or any other 
formats. 
AVIS: 
L'auteur a accordé une licence non exclusse 
permettant à ia Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ow par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier» électronique etfàu 
autres formats. 
The author retains copyright 
owrtershfp and moral rights in this 
thesis. Nefîher the thesis nor 
substantial extracts from Jt may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
l'auteur conserve ia propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supportmg forma 
may have been rernoved from this 
thesis. 
While the se forrns may be included 
in the document page count thôir 
removai d'oes not rep resent any ioss 
of content from the thesis. 
Conformément à la toi canadienne sur la 
protection de !a vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 




La transcription du gène PEDF est contrôlée par le corépresseur NCOR1 au 
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l'obtention du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire, Faculté 
de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, 
Québec, Canada, J1H 5N4. 
PEDF (pigment epithelium derived factor) joue un rôle de gène suppresseur de 
tumeurs dans plusieurs cancers humains. PEDF est impliqué entre autres dans 
l'arrêt de la prolifération, dans la migration et dans le potentiel d'invasion de 
plusieurs modèles cellulaires tumoraux. PEDF est également impliqué dans 
l'apoptose et aussi dans l'inhibition du processus d'angiogénèse chez les cellules 
endothéliales de plusieurs organes. Notre laboratoire a démontré que PEDF est 
modulé à la hausse dans des cellules épithéliales intestinales déficientes pour 
l'expression de NCOR1 (nuclear receptor corepressor 1). Cependant, le lien 
transcriptionnel entre ces molécules et le rôle de PEDF au sein de l'épithélium 
intestinal demeurent peu élucidés. L'hypothèse de ce travail fut que la 
transcription du gène PEDF est contrôlée par NCOR1 au niveau des cellules 
épithéliales intestinales humaines et que PEDF agit comme gène suppresseur de 
tumeurs dans ce contexte. Nos résultats ont permis de démontrer que le gène 
PEDF est régulé transcriptionnellement par les récepteurs à l'acide rétinoïque et 
par le corépresseur NCOR1. Des analyses de PCR en temps réel ont permis de 
montrer une distribution spécifique de PEDF au sein des diverses lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales. Les résultats obtenus ont montré que seules 
quelques lignées cellulaires cancéreuses colorectales expriment PEDF. Les 
niveaux d'expression des régulateurs de PEDF identifiés précédemment (NCOR1, 
RARa et RXRa) ont été mesurés par PCR quantitatif en relation avec les 
variations d'expression de PEDF au sein des lignées cancéreuses colorectales 
humaines. Des immunofluorescences et des immunobuvardages ont montré que 
la protéine PEDF est détectable au niveau des cellules épithéliales localisées au 
niveau des villosités intestinales du jéjunum et de l'illéon chez le fœtus humain. 
Les modèles DLD1, HT29 et HCT116 qui ne possède qu'une faible expression de 
PEDF ont été utilisés afin de moduler à la hausse l'expression de PEDF et ainsi 
pouvoir étudier l'impact de cette protéine dans ces modèles. La surexpression de 
PEDF dans les cellules DLD1 a permis d'observer un ralentissement de la 
prolifération de celles-ci. Des essais de croissance en absence d'ancrage en 
utilisant les cellules DLD1, HT29 et HCT116 ont montrés que PEDF est capable de 
ralentir la croissance en absence d'ancrage des cellules DLD1 et HT29, mais pas 
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des cellules HCT116. Des essais préliminaires d'angiogenèse in vivo ont permis 
de suggérer que la surrexpression de PEDF dans les cellules HT29 pourrait 
réguler négativement l'angiogenèse tumorale de même que le processus de 
croissance tumorale. Finalement, le statut d'expression de PEDF a été mesuré 
dans une banque de tissus provenant de patients atteints de cancer colorectal. Les 
résultats obtenus lors de ces travaux suggèrent que PEDF joue un rôle fonctionnel 
au sein de l'épithélium intestinal et supportent l'hypothèse selon laquelle PEDF agit 
en tant que gène suppresseur de tumeurs dans les cellules épithéliales intestinales 
humaines. 
Mots clés: Répression, NCOR1, PEDF, récepteurs à l'acide rétinoïque, gène 
suppresseur de tumeur, cancer colorectal, angiogenèse, tumorigenèse. 
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INTRODUCTION 
1. Introduction générale sur le système digestif. 
1.1 Différents segments composant l'intestin humain 
Chez l'humain, l'intestin est d'environ 6 mètres de longueur et est composé de 
deux parties, soit l'intestin grêle et le côlon (Figure 1). Ces deux parties jouent des 
rôles distincts et complémentaires qui assurent le bon déroulement de la digestion. 
Il est à noter que la majorité de la digestion est effectuée dans l'intestin et que la 
portion amorcée au niveau de l'estomac est facultative. 
L'intestin grêle se divise en trois segments distincts. Le segment relié à l'estomac 
est appelé duodénum suivi par le jéjunum et finalement l'iléon. Le duodénum, là où 
le chyme, le jus pancréatique, la bile et ses propres sécrétions digestives se 
rencontrent, est essentiel au mélange de toutes ces substances nécessaires à la 
digestion. Le jéjunum et l'iléon possèdent une structure similaire au duodénum et 
sont particulièrement importants pour la digestion et l'absorption. L'iléon est relié 
au côlon qui forme les 150 derniers centimètres du tractus gastro-intestinal. Le 
côlon se subdivise également en plusieurs parties distinctes soit le caecum, le 
côlon ascendant, transverse, descendant et sigmoïde. Il se termine finalement par 
le rectum et l'anus (MARIEB, 2005). 
1.2 Structure microscopique de l'intestin 
1.2.1 Les différentes couches tissulaires de l'intestin 
Au plan histologique, les segments de l'intestin sont composés en partant de 
l'extérieur d'une couche séreuse (péritoine viscéral), de deux couches 




Figure 1 : Structure macroscopique de l'intestin grêle et du côlon. (A) 
L'intestin grêle est organisé sous forme d'axe crypte-villosités qui forme l'unité 
fonctionnelle de l'intestin grêle. Les cellules souches intestinales sont situées à la 
base des cryptes et assurent le renouvellement de l'épithélium. Les cellules 
progénitrices issues de la division des cellules souches se différencient et migrent 
de façon ascendante le long de la villosité ou de façon descendante (cellules de 
Paneth). Les cellules retrouvées sur la villosité sont pleinement différenciées et 
sont exfoliées à l'apex de la villosité quelques jours plus tard. Les cellules de 
Paneth sont le seul type cellulaire présent dans la glande intestinale. (B) Le côlon 
adulte est dépourvu de villosités et le renouvellement de l'épithélium colique est 
également assuré par la présence de cellules souches situées dans le fond des 
cryptes (Modifiée de Sancho et coll., 2004). 
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la couche interne circulaire, d'une sous muqueuse et finalement d'une muqueuse. 
La muqueuse se subdivise en trois parties ; la muscularis mucosa (couche 
musculaire de la muqueuse), la lamina propria (tissus conjonctif) et finalement d'un 
épithélium qui fait face à la lumière intestinale (MARIEB, 2005). C'est au niveau de la 
muqueuse et de la sous muqueuse que nous retrouvons le plus de différences 
entre les différents segments du tube digestif. L'intestin grêle possède des 
caractéristiques structurales nécessaires pour maximiser la capacité de digestion 
et d'absorption des nutriments. Au niveau du jéjunum, on retrouve beaucoup de 
plis circulaires appelés valvules conniventes qui augmentent la surface disponible 
pour l'absorption des nutriments. Sur ces replis permanents de la muqueuse et de 
la sous muqueuse, on retrouve des millions de villosités intestinales. Ces 
caractéristiques structurales sont graduellement perdues plus on avance vers 
l'iléon. 
L'unité fonctionnelle de l'intestin grêle est appelée l'axe crypte-villosité (Figure 
1A). Chaque villosité intestinale est alimentée par 6 à 8 cryptes intestinales 
(cryptes de LieberKuhn). Les cryptes sont le lieu de la prolifération et de la 
différenciation des cellules épithéliales intestinales. Chaque crypte est une glande 
et joue un rôle crucial dans la sécrétion d'électrolytes, d'ions bicarbonate, de chlore 
et d'eau. Le côlon adulte, quant à lui, ne possède pas de villosités et est composé 
essentiellement de structures cryptales (Figure 1B). 
1.2.2 L'axe crypte-villosité 
L'intestin est un système cellulaire à renouvellement extrêmement rapide. On 
considère que l'ensemble de l'épithélium intestinal est renouvelé tous les 2-7 jours. 
(BRITTAN et WRIGHT, 2002). L'unité fonctionnelle de renouvellement de l'épithélium 
dans l'intestin grêle est l'axe crypte-villosité (Figure 1) (SANCHO, et al., 2004). Le 
processus de renouvellement de l'épithélium est assuré par les cellules souches 
multipotentes logées à la base des cryptes intestinales. Dans la littérature, il est 
maintenant accepté que la population totale de cellules souches intestinales est 
divisée en deux catégories, soit les cellules CBC (cell columnar base cell) et les +4 
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LRC (Label retaining cell) (BARKER, et al., 2008). En condition normale, le 
renouvellement complet de l'épithélium est assuré uniquement par les cellules 
CBC. Par contre, lors d'une situation de stress et/ou dans le cas où les cellules 
CBC sont endommagées et rendues non fonctionnelles, il y a prolifération des 
cellules +4 LRC. Ces cellules sont normalement quiescentes et ne prolifèrent que 
pour s'auto-renouveler et renouveler la population de cellules souches de type 
CBC (SCOVILLE, et al., 2008). 
Afin de renouveler l'épithélium intestinal, les cellules souches CBC ont la capacité 
de s'auto-renouveler soit par division asymétrique ou encore symétrique 
(SNIPPERT, et al., 2010). Lorsqu'elles se divisent de façon asymétrique elles donnent 
naissance aux cellules filles du transit d'amplification (MARSHMAN, et al., 2002). Le 
transit d'amplification est une région de la crypte qui s'étend à partir du deuxième 
tiers de la crypte et qui est suivie d'une région de différenciation terminale qui se 
termine à la jonction du début de ta villosité intestinale. Les cellules du transit 
d'amplification sont des cellules déterminées qui prolifèrent rapidement pendant un 
certain nombre de cycles et qui se différencient ensuite en l'un des quatre types 
cellulaires majoritaires de l'épithélium. Ces types cellulaires sont répartis dans 
deux populations cellulaires spécifiques à l'épithélium intestinal ; la lignée 
absorbante et la lignée sécrétoire (BARKER, et al., 2008; POTTEN, et al., 1997). 
La différenciation terminale des cellules est accompagnée d'un arrêt de 
prolifération et d'un processus de migration ascendante le long de la villosité pour 
les cellules absorbantes (entérocytes), les cellules caliciformes (mucus) et les 
cellules entéroendocrines. Les cellules retrouvées sur la villosité intestinale sont 
non prolifératives, complètement différenciées et sont éliminées par exfoliation 
lorsqu'elles atteignent l'apex de la villosité après quelques jours. Le quatrième type 
cellulaire de l'épithélium, les cellules de Paneth, suit une migration descendante 
pendant le processus de différenciation. Elles sont retrouvées dans leur état 
pleinement différencié au fond des cryptes intestinales, intercalées entre les 
cellules souches de type CBC (BARKER etCLEVERS, 2007). 
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1.2.3 Différents types cellulaires composant l'épithélium intestinal 
On dénombre quatre types cellulaires principaux qui originent de la prolifération 
des cellules souches intestinales et qui composent l'ensemble de l'épithélium 
intestinal (Figure 2). Les cryptes et les villosités intestinales sont recouvertes d'un 
épithélium simple prismatique composé en majeure partie de cellules absorbantes 
(90 %). Ces cellules, aussi appelées entérocytes, sont les seules à faire partie de 
la lignée absorbante. Elles possèdent une bordure en brosse, c'est-à-dire des 
microvillosités sur la surface apicale, ce qui permet d'accroître le potentiel 
absorbant de l'intestin (MARIEE, 2005). Une caractéristique importante des 
entérocytes est leur capacité à former plusieurs types de jonctions cellulaires 
entres-elles (jonctions serrées, adhérentes et desmosomes). Ces jonctions 
assurent la formation d'une barrière étanche qui protège contre les infections par 
les pathogènes. Les jonctions permettent également aux cellules épithéliales 
intestinales de se polariser et de présenter un domaine apical et un domaine 
basolatéral (TSUKITA, et ai., 2001 ). 
Dans la lignée sécrétrice, on retrouve trois types cellulaires. Les cellules 
caliciformes ou cellules à mucus représentent le deuxième type cellulaire le plus 
abondant dans l'épithélium intestinal. Ces cellules forment des glandes 
unicellulaires et sont dispersées sur la surface entière de l'épithélium. Leur rôle 
principal est de lubrifier la surface des villosités par la sécrétion de différentes 
protéines notamment, les mucines qui forment le mucus. Ces cellules sont 
présentes sur toute la longueur de l'intestin grêle et leur distribution augmente plus 
on avance vers l'iléon (CROSNIER, et al., 2006). Les cellules entéroendocrines plus 
faiblement présentes dans l'épithélium intestinal, on en compte de 15 à 20 par 
villosité. Elles se retrouvent surtout à la base de l'épithélium et sont remplies de 
granules de sécrétion et sont 
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Figure 2 : Le renouvellement de l'épithélium digestif est assuré par la 
prolifération des cellules souches épithéliales intestinales. Les cellules 
souches épithéliales intestinales se divisent afin de renouveller l'épithélium 
intestinal à tous les 2-7 jours. La différenciation des cellules-filles mène à la 
production de quatre types cellulaires principaux soit, les cellules de Paneth, les 
cellules entéroendocrines, les cellules à mucus et les cellules absorbantes 
(Modifiée de Barker et Clevers., 2007). 
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spécialisées en fonction de différentes hormones (i.e sécrétine, CCK, 
somatostatine, endorphine). Les cellules entéroendocrines peuvent donc être 
subdivisées en plusieurs catégories dû à la multitude de peptides qu'elles peuvent 
sécréter (CROSNIER, et al., 2006). 
Le dernier type cellulaire retrouvé au niveau de l'épithélium intestinal regroupe les 
cellules de Paneth. Ces cellules sont retrouvées exclusivement dans le fond des 
cryptes intestinales et constituent la seule population cellulaire complètement 
différenciée de ce compartiment. Ces cellules sont remplies de granules 
zymogènes qui contiennent divers peptides antimicrobiens, de même que du 
lysozyme et des défensines (CROSNIER, et al., 2006). Au niveau du côlon, on ne 
retrouve pas de cellules de Paneth. 
Plusieurs mécanismes de régulation de la prolifération et de la différenciation des 
cellules épithéliales intestinales sont répertoriés dans la littérature tels que les 
voies de signalisations classiques incluant celles du Wnt, du Notch et de la bêta-
caténine (SCOVILLE, et al., 2008; VIDRICH, et al., 2003). L'activation de ces voies de 
signalisation résulte en la modulation de facteurs de transcription spécifiques qui 
agissent en aval afin de contrôler la transcription de gènes impliqués dans des 
processus cellulaires distincts (BRIVANLOU et DARNELL, 2002). 
1.3 Le cancer colorectal 
Le cancer colorectal (CCR) est l'un des cancers avec le plus haut taux de mortalité 
dans les pays occidentaux. Il a été estimé qu'au Canada, 22 500 nouveaux cas ont 
été diagnostiqués en 2010 soit, chez 12 400 hommes et 11 200 femmes. Il a 
également été estimé à 9 100, le nombre de décès attribuables au CCR pour 
l'année 2010. Ces données font du CCR le troisième type de cancer ayant la plus 
forte incidence autant chez l'homme que chez la femme au Canada. Le CCR 
représente respectivement, la deuxième et la troisième cause de décès par cancer 
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chez les hommes et chez les femmes (Société canadienne du cancer ; 
http://www.cancer.ca). 
L'origine exacte du CCR est encore loin d'être bien définie. Cependant, dans les 
dernières années, plusieurs évidences ont permis d'identifier des mécanismes 
cellulaires impliqués dans ce processus (Ricci-VITIANI, et al., 2009). Il est maintenant 
accepté que le CCR est souvent la résultante d'une instabilité chromosomique 
menant à l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs comme les gènes APC 
et TP53, mais également de l'activation de plusieurs oncogènes comme les gènes 
RAS et BRAF et de l'activation constitutive de la voie de signalisation de la PI3 
kinase (MARKOWITZ et BERTAGNOLLI, 2009). De plus, plusieurs mutations de gènes 
essentiels à la réparation des erreurs dans l'ADN ont été répertoriées (AL-TASSAN, 
et al., 2002; KASTRINOS et SYNGAL, 2007). 
Le CCR est un cancer qui évolue suivant l'accumulation de ces nombreuses 
mutations. L'apparition progressive de ces mutations coïncide également avec la 
progression de ce type de cancer lequel, est classifié en plusieurs stades (FEARON 
et VOGELSTEIN, 1990; MARKOWITZ et BERTAGNOLLI, 2009) ce qui amène un épithélium 
colique normal à évoluer vers l'adénome puis à atteindre l'état de carcinome 
(KLUMP, et al., 2004). Puisqu'une accumulation de plusieurs mutations est nécessaire 
pour le développement tumoral, la cellule souche intestinale est soupçonnée d'être 
à l'origine du CCR (Ricci-VITIANI, et al., 2009). En effet, pour qu'une cellule puisse 
accumuler des mutations tout au long de la vie d'un individu, elle doit être en 
mesure de s'auto-renouveler et de proliférer de façon à transmettre les mutations à 
ces cellules filles (MCDONALD, et al., 2006). 
2. La transcription 
La transcription est définie comme étant un processus cellulaire qui contrôle 
l'expression des gènes. Les facteurs de transcription sont les joueurs clés qui 
participent à cette fonction biologique essentielle à toute cellule. Ils sont impliqués 
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dans le développement, ils participent à la régulation du cycle cellulaire, des 
réponses à l'environnement de même que dans la réponse aux signaux 
intracellulaires. Les facteurs de transcription lient des séquences consensus 
d'ADN présentes dans les régions promotrices des gènes et favorisent l'activation 
ou la répression transcriptionnelle dans des contextes cellulaires spécifiques. On 
dénombre plus de 2000 facteurs de transcription qui sont encodés dans le génome 
humain (BRIVANLOU et DARNELL, 2002). Ces facteurs sont classés en plusieurs 
familles grâce à leurs éléments structurels communs, leur motif de liaison à l'ADN 
et aux fonctions cellulaires dans lesquelles ils sont impliqués. Les facteurs liant 
l'ADN à l'aide d'un motif hélice-boucle-hélice, hélice-tour-hélice, à glissière à 
Leucine, à doigts de zinc sont quelques unes des familles de facteurs de 
transcription les mieux caractérisées (PABO et SAUER, 1992). 
Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription qui lient l'ADN et dont 
l'activité transcriptionnelle est contrôlée dans la plupart des cas par la liaison d'un 
ligand spécifique (GLASS et ROSENFELD, 2000). On retrouve dans cette catégorie 
plus de 45 facteurs de transcription dont, les récepteurs à l'estrogène (RE), les 
récepteurs aux glucocorticoïdes (GR), les récepteurs aux androgènes (AR), les 
récepteurs à l'hormone thyroïdienne (TR) et les récepteurs à l'acide rétinoïque 
(RAR) (BEATO, et al., 1995; PERISSI et ROSENFELD, 2005). Dans la famille des 
récepteurs nucléaires on retrouve aussi un bon nombre de facteurs dit 
« orphelins » pour lesquels aucun ligand n'a encore été identifié ou qui sont 
considérés comme étant constitutivement actifs (MANGELSDORF, et al., 1995). 
2.1 La répression versus l'activation transcriptionnelle ; mécanismes 
d'action des récepteurs nucléaires 
Les récepteurs nucléaires médient leurs effets transcriptionnels en s'associant à 
des protéines régulatrices; les corépresseurs et les coactivateurs. En absence de 
ligand, les récepteurs nucléaires à hormone thyroïdienne et les récepteurs à acide 
rétinoïque sont liés par des complexes de répression transcriptionnelle impliquant 
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plusieurs protéines dont notamment les corépresseurs NCOR1 (nuclear receptor 
corepressor 1) et SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid receptors) et 
les histones déacétylases (HDAC) (D*ERRICO et MOSCHETTA, 2008; LAZAR, 2003). 
Les HDACs sont les enzymes clés de la répression (Figure 3). Elles sont 
responsables de la déacétylation des queues des histones ce qui a pour effet de 
compacter et de rendre moins accessible la chromatine. Chez les "vertébrés, la 
famille des histones déacétylase compte 11 membres. Ceux-ci sont classés en 
quatre catégories, soit les histones déacétylases de classes I (HDAC1-3 et 
HDAC8), de classes II (HDAC4-7, HDAC9 et HDAC 10), de classes III (Sirt 1-7) et 
de classes IV (HDAC11) (MARIADASON, 2008; PERISSI, et al., 2010). Lorsque les 
queues des histones sont déacétylées et que la chromatine est dans un état 
compacté, les régions régulatrices des gènes sont beaucoup moins accessibles 
pour la machinerie transcriptionnelle. Cependant, la répression transcriptionnelle 
est souvent une étape transitoire dans l'expression des gènes. Elle permet de 
contrôler l'expression des gènes de façon précise dans des contextes spatiaux et 
temporels afin d'engendrer des réponses cellulaires spécifiques. 
Lors de la liaison du ligand au niveau des récepteurs nucléaires, il se produit un 
changement de conformation. Suite à ce changement, le complexe de répression 
est dissocié, ubiquitinylé et envoyé à la dégradation par le protéasome (Figure 4). 
Ceci permet alors le recrutement d'un complexe d'activation contenant des 
histones acétyl transférases (HAT) comme par exemple la protéine CBP/p300. Les 
HAT vont acétyler les queues des histones, et engendrer une décompaction de la 
chromatine pour la rendre accessible à la machinerie transcriptionnelle (PERISSI et 





Figura 3 : L'activité transcriptionnelle est contrôlée par deux classes 
d'enzymes qui modifient la structure de la chromatine. Les histones acétyles 
transférases (HAT) sont nécessaires à l'activation transcriptionnelle. Ces enzymes 
cause l'acétylation des queues des histones ce qui permet la décompaction de la 
chromatine, la rendant accessible à la machinerie transcriptionnelle. Les histones 
déacétylases (HDAC) sont nécessaires à la répression transcriptionnelle. La 
déacétylation des queues des histones entraîne une compaction de la chromatine. 
La chromatine ainsi modifiée n'est pas accessible pour la machinerie 
transcriptionnelle et les gènes ne peuvent donc pas être exprimés (Tirée de 
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Figure 4: La répression transcriptionnelle médiée par les récepteurs 
nucléaires est dépendante de la présence de leur ligand. En absence de leur 
ligand les récepteurs nucléaires sont occupés par le complexe de répression 
transcriptionnel formé du corépresseur NCOR1, de HDAC et plusieurs autres 
protéines. Lors de la liaison du ligand au niveau des récepteurs nucléaires, il se 
produit un changement de conformation. Suite à cet événement, le complexe de 
répression est dissocié, ubiquitinylé et envoyé à la dégradation par le protéasome. 
Ceci permet alors le recrutement d'un complexe d'activation de la transcription qui 
contient des histones acétyles transférases (HAT), ici représenté par le complexe 
p300/CBP (Tirée de Perissi et Rosenfeld., 2005). 
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2.2 Implication des récepteurs à hormones thyroïdiennes et à l'acide 
rétinoïque dans le maintien de l'homéostasie épithéliale intestinale. 
Comme mentionné plus tôt, les récepteurs à hormones thyroïdiennes (TR) et à 
l'acide rétinoïque (RAR, RXR) font parties de la super famille des récepteurs 
nucléaires (KRESS, et al., 2009). Ce sont des facteurs de transcription dont l'activité 
est généralement dépendante de la liaison d'un ligand. Ce ligand est recruté au 
niveau de leur LBD (ligand-binding domain). Ces récepteurs médient leurs effets 
transcriptionnels en liant des séquences spécifiques d'ADN au niveau des régions 
régulatrices de leurs gènes cibles via leur domaine de liaison à l'ADN. 
Il existe deux types de récepteurs TR encodés par deux gènes, soit TRalpha et 
TRbeta. Il existe plusieurs isoformes de ces récepteurs et ceux-ci sont dérivés de 
l'usage de promoteurs alternatifs pour chacun de ces gènes. Cependant, il est 
reconnu que seul l'isoforme TRalphal est un véritable récepteur nucléaire. Celui-ci 
est exprimé spécifiquement au niveau de l'épithélium de l'intestin grêle, des 
poumons, du cerveau et dans l'embryogenèse précoce (KRESS, et al., 2009). Au 
niveau nucléaire, les TR lient l'ADN via des éléments de réponse spécifiques à ce 
type de récepteur, les TRE (thyroid response element) dont la séquence est 
« TGACTCA » (XIE, et al., 1995). L'activité des TR est modulée par leur liaison à 
l'hormone thyroïdienne T3 (3,5,3'-L-triiodothyronine). La T3 lie préférablement des 
hétérodimères de TRalphal et de récepteur à l'acide rétinoïque RXR. Sa liaison 
entraîne une activation ou une répression transcriptionnelle des gènes cible (YEN, 
2001). Les premières évidences qui ont suggéré un rôle des TR dans la prolifération 
cellulaire sont venues d'études démontrant que la T3 est essentielle au 
remodelage des tissus qui formeront l'intestin chez l'amphibien au cours de son 
processus de métamorphose (ISHIZUYA-OKA et SHl, 2008). L'hormone T3 est 
également responsable de la régulation de la prolifération et de la différenciation 
des cellules progénitrices intestinales (PLATEROTI, et al., 2001). Il a été démontré 
qu'une de ces cibles transcriptionnelles est le gène de la bêta-caténine dans les 
cellules épithéliales intestinales (PLATEROTI, et al., 2006). 
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La famille des récepteurs à l'acide rétinoïque (RA) comporte deux types de 
récepteurs, soit les RAR et les RXR. L'activité des récepteurs RAR est contrôlée 
par deux produits dérivés de la vitamine A présente dans la diète, l'acide 
rétinoïque tout-trans et l'acide rétinoïque 9-cis. Les récepteurs RXR ont quant à 
eux un seul ligand, soit l'acide rétinoïque 9-cis. Les récepteurs à l'acide rétinoïque 
lient les séquences consensus d'ADN « AGGTCA » séparées par 1, 2 ou 5 paires 
de bases au niveau des promoteurs de gènes cibles sous forme de complexes 
d'hétérodimères (RAR/RXR) ou d'homodimères (RXR/RXR) (MANGELSDORF, et al., 
1995; PARISOTTO, et al., 2006). Il existe également d'autres familles de récepteurs 
(PPAR, FXR, LXR, Nurrl) qui peuvent s'associer aux récepteurs de type RXR et 
ainsi former des hétérodimères impliqués dans la réponse à l'acide rétinoïque. Les 
récepteurs RAR et RXR sont également subdivisés en trois sous types, soit les 
membres alpha, bêta et gamma. Ceci augmente le nombre de combinaisons 
possibles et la spécificité des réponses cellulaires pouvant être médiées par l'acide 
rétinoïque. Au niveau de l'épithélium intestinal, la vitamine A joue un rôle important 
dans la différenciation et le maintien de l'intégrité de la muqueuse épithéliale 
intestinale en favorisant le renouvellement de celle-ci (BALTES, et al., 2004; IWATA, 
2009). Il est également connu que la vitamine A interfère dans le recrutement des 
lymphocytes T spécifiques au système digestif. L'utilisation d'un modèle animal 
soumis à une diète complètement dépourvue de vitamine A a démontré qu'il y 
avait absence complète de cellules T CD4+ et CD8+ au niveau de la lamina 
propria de ces animaux (IWATA, et al., 2004). Les modulateurs de la vitamine A sont 
donc très importants dans l'acquisition de l'immunité du système digestif. 
3. Le corépresseur nucléaire NCOR1 
3.1 Le gène NCOR1 
Le corépresseur NCOR1 (nuclear receptor corepressor 1) est une composante clé 
de la répression active de plusieurs gènes. Il a été identifié pour la première fois en 
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1995 comme étant responsable de la répression transcriptionnelle médiée par 
l'hétérodimère TR/RXR en absence d'hormone thyroïdienne. Suite à son 
identification, le gène NCOR1 a été cloné et positionné sur le chromosome 
17p11.2. (HORLEIN, et al., 1995). Le gène NCOR1 encode pour une protéine de 
270kDa qui possède une forte homologie de séquence avec le corépresseur 
SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid receptors). SMRT est également 
connu sous le nom de NCOR2 et a été identifié par une approche similaire à celle 
utilisée pour l'identification du corépresseur NCOR1 (CHEN et EVANS, 1995; PERissi, 
et al., 2010) (Figure 5). 
3.2 Domaines fonctionnels de la protéine et partenaires d'interaction 
Suite à la purification du complexe de répression par des techniques biochimiques 
(GST-pulldown et essais de double hybride chez la levure), un grand nombre de 
protéines ont été identifiées comme partenaires d'interaction de NCOR1 et leurs 
rôles dans le complexe de répression de NCOR1 ont été définis. Ces protéines 
interagissent avec NCOR1 via divers domaines structuraux de la protéine. 
3.2.1 Les domaines d'interaction aux récepteurs nucléaires (NRIDs) 
Les corépresseurs NCOR1 et SMRT sont majoritairement nucléaires et 
contiennent tous deux trois domaines d'interaction aux récepteurs nucléaires 
appelés NRID et positionnés en C-terminal de la protéine (LAZAR, 2003; WEBB, et al., 
2000). Les domaines NRID contiennent un motif de liaison spécifique 
(LXXXIXXXI/L) qui est caractérisé par la présence de plusieurs résidus isoleucine 
appelée boîte CoRNR (L/IXXI/VI) (HU et LAZAR, 1999). Ces trois domaines médient 
les interactions avec les récepteurs nucléaires selon des combinaisons différentes 
et spécifiques à chaque classe de récepteurs. Le corépresseur NCOR1 peut lier 
une multitude de récepteurs nucléaires, incluant les récepteurs à hormones 
thyroïdes (TR), à l'acide rétinoïque (RAR et RXR), mais également les récepteurs 
orphelins PPAR (GURNELL, et al., 2000) et ROR (HARDING, et al., 1997). 
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure du corépresseur 
nucléaire NCOR1. La protéine NCOR1 comprend 2440 acides aminés ce qui lui 
confère un poids moléculaire de 270 kDa. NCOR1 possède trois domaines de 
répression (RI, Il et III) de même que plusieurs domaines d'interaction avec les 
récepteurs nucléaires (NRID). La protéine NCOR1 possède également deux 
domaines SANT responsable de l'interaction avec les HDAC. NCOR1 interagit 
spécifiquement avec son cofacteur HDAC3 via son domaine SANT2. Plusieurs 
autres facteurs de transcription son également capables d'interagir avec le 
corépresseur via différentes régions de la protéine (Tirée de Jepsen et Rosenfeld 
2001). 
18 
3.2.2 Les domaines de répression (RDs) 
Les corépresseurs NCOR1 et SMRT possèdent chacun, trois domaines de 
répression (RD) qui sont responsables du recrutement des protéines présentes 
dans le complexe de répression (JEPSEN et ROSENFELD, 2002). TBL1 est la première 
protéine à avoir été identifiée dans ce complexe (GUENTHER, et ai., 2000). 
Les protéines adaptatrices TBL1 (transducin beta-like 1) et TBLR1 (transducin 
beta-like 1 X-linked receptor 1) contiennent un motif de répétitions WD-40 qui 
s'associe au domaine RD1 de NCOR1 et forme le complexe d'échange des 
corépresseurs/coactivateurs (NCoEx) (PERissi, et al., 2004; YOON, et al., 2003). Lors de 
la liaison du ligand, le complexe d'échange recrute le complexe 
ubiquitine/proteasome 19S et mène à la dégradation du complexe de répression. 
Les protéines TBL1 et TBLR1 jouent donc un rôle essentiel dans la stabilité du 
complexe de répression et dans l'activation des gènes. La protéine GSP2 (G 
protein pathway suppressor 2) interagit également avec le domaine RD1 de 
NCOR1 de même qu'avec TBL1 afin de promouvoir l'assemblage du complexe 
NCOR1-HDAC3 (ZHANG, et al., 2002). 
3.2.3 Les domaines SANT (SWI3/ADA2/NCOR/TFIID) 
Pour NCOR1 et SMRT, les domaines responsables du recrutement des HDAC est 
le domaine DAD (deacetylase activating domain) composé des domaines SANT 1 
et SANT2. Ces domaines sont responsables du recrutement des HDAC, les 
enzymes essentielles à la répression transcriptionnelle grâce aux modifications 
qu'elles apportent à la structure de la chromatine au niveau des promoteurs des 
gènes cibles. Bien que le domaine SANT 1 ne soit pas essentiel, le domaine 
SANT2 est essentiel pour l'interaction de NCOR1 ou SMRT avec HDAC3, HDAC1 
et CoREST (BATTAGLIA, et al., 2010). Plusieurs données de la littérature suggèrent 
que les corépresseurs NCOR1 et SMRT s'associent préférablement à HDAC3 et 
ce, via son domaine DAD (ALENGHAT, et al., 2008; GUENTHER, et al., 2000; WEN, et al., 
2000, YOON, et al., 2003). 
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3.3- Les fonctions connues de NCOR1 
Comme mentionné précédemment, NCOR1 est un corépresseur impliqué dans la 
régulation transcriptionnelle de divers gènes cibles et ce, dans plusieurs contextes 
spécifiques. Au cours des dernières années, plusieurs équipes de recherche se 
sont intéressées à identifier les cibles et les rôles associés à ce corépresseur. 
3.3.1 Implication de Ncorl dans l'érythropoïèse chez la souris 
Suite à la découverte de la protéine Ncorl et à l'identification de ses partenaires 
d'interaction impliqués dans la répression transcriptionnelle, le rôle biologique de 
Ncorl a été investigué in vivo (JEPSEN, et al., 2000). La réalisation d'un modèle murin 
invalidé pour le gène Ncorl a démontré que la délétion du gène codant pour Ncorl 
chez la souris est létale. En effet, ces animaux ne survivent pas au-delà du jour 
15.5 embryonnaire car ils sont anémiques et présentent des problèmes au niveau 
de l'érythropoïèse définitive. Puisque l'expression de SMRT n'est pas affectée 
dans ce modèle, cette étude démontre que SMRT ne peut pas compenser pour la 
perte de Ncorl et que les deux corépresseurs ont des fonctions différentes. 
3.3.2 Implication de Ncorl dans la différenciation neuronale chez la souris 
Une étude a démontré que Ncorl joue un rôle dans le processus de différenciation 
des cellules souches neuronales (HERMANSON, et al., 2002). La mise en culture de 
cellules souches neuronales isolées des cortex cérébraux d'animaux de type 
sauvage et d'animaux Ncorl -/- a démontré que les cellules mutantes pour Ncorl 
sont incapables de s'auto renouveler et se différencient de façon spontanée en 
astrocytes (HERMANSON, et ai., 2002). 
3.3.3 NCOR1 et le contrôle de la réponse inflammatoire 
Bien que le corépresseur NCOR1 puisse s'associer aux récepteurs à l'hormone 
thyroïdienne et à l'acide rétinoïque, il peut également moduler l'expression de 
certains gènes via l'association avec des facteurs de transcription autres que les 
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récepteurs nucléaires. Les facteurs NFkB (p65, p50) et AP-1 (c-jun, c-fos) 
contrôlent l'activation de plusieurs gènes responsables du déclenchement d'une 
réponse inflammatoire (OGAWA, et al., 2004). Afin de prévenir une réponse 
inappropriée et de maintenir l'homéostasie, l'expression de ces gènes doit être 
hautement contrôlée tant au niveau de leur activation que de leur répression. 
Plusieurs études ont récemment démontré un lien direct entre NCOR1 et la 
répression de gènes pro et anti-inflammatoires, via son association avec les 
facteurs de transcription de la famille NFKB et AP-1 (GHISLETTI, et al., 2009; OGAWA, 
et al., 2004). Ces études suggèrent que le corépresseur NCOR1 fait partie d'un point 
de contrôle essentiel à l'intégration des signaux reliés à la réponse inflammatoire, 
mais également relié à l'activation des macrophages. , 
3.3.4 Un nouveau lien transcriptionnel entre NCOR1 et le gène PEDF 
(pigment epithelium derived-factor) 
Dans notre laboratoire, nous nous sommes intéressés à définir le rôle de NCOR1 
au niveau des cellules épithéliales intestinales. Dans un premier temps, nous 
avons démontré que Ncorl est exprimé au noyau des cellules épithéliales 
intestinales chez la souris et que son expression protéique décroît graduellement 
en partant de la crypte vers la villosité. L'utilisation du modèle cellulaire Caco 2/15, 
un modèle de cellules épithéliales intestinales qui possèdent la propriété de se 
différencier spontanément en culture à l'atteinte de la confluence, nous a permis 
d'observer que l'expression de NCOR1 est forte et soutenue lorsque les cellules 
sont prolifératives à sous confluence (CHANTRET, et al., 1988). Cependant, lors de 
l'atteinte de ia confluence où il y a enclenchement du processus de différenciation 
et arrêt de prolifération, l'expression de NCOR1 chute radicalement suggérant un 
lien entre l'état prolifératif des cellules et l'expression élevée du corépresseur 
(DOYON, et al., 2009). 
En utilisant le modèle cellulaire IEC6, soit des cellules épithéliales intestinales 
isolées à partir de cryptes d'intestin grêle de rats, nous avons démontré que Ncorl 
contrôle la prolifération des cellules épithéliales intestinales puisqu'une perte 
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d'expression via l'utilisation d'un ARN interfèrent, entraîne un arrêt rapide de la 
prolifération cellulaire (QUARONI, et al., 1978). Afin de mieux comprendre ce 
phénotype, nous avons réalisé une micropuce à ADN et avons identifié 395 cibles 
potentielles modulées à la hausse en absence du corépresseur. Parmi celles-ci, 
nous avons identifié le gène PEDF (pigment epithelium derived-factor) dont 
l'expression était augmentée de plus de 7 fois en absence de NCOR1. Lorsque 
nous avons surexprimé PEDF dans le modèle IEC6, nous avons observé un 
ralentissement de la prolifération de ces cellules. Toutefois, ce ralentissement 
n'était pas aussi drastique que celui obtenu en absence de NCOR1 (DOYON, et al., 
2009). 
4. Le gène suppresseur de tumeur PEDF 
4.1 Généralités 
PEDF est une protéine faisant partie de la superfamille des «serine protease 
inhibitor», dénommées aussi serpines. Chez l'humain, cette superfamille regroupe 
environ 500 protéines qui se subdivisent en deux catégories qui elles-mêmes se 
divisent en plusieurs groupes (SILVERMAN, et al., 2001). Une de ces catégories 
compte le plus de membres et est composée d'inhibiteurs de protéases qui 
régulent divers processus cellulaires comme l'inflammation, la coagulation 
sanguine, le remodelage de la matrice extracellulaire, l'apoptose et le 
développement (SILVERMAN, et al., 2001; VAN GENT, et al., 2003). Dans cette catégorie, 
on retrouve notamment la a1-antitrypsine, la a1-antichymotrypsine, Pantithrombin 
III et l'héparine cofactor II. La deuxième catégorie regroupe les protéines qui ne 
sont pas des d'inhibiteurs de protéase, dont PEDF. Les serpines qui ne sont pas 
inhibitrices de protéases ont différentes fonctions, dont le transport d'hormones, le 
rôle de chaperones cellulaires et dans certains cas, un rôle de suppresseur de 
tumeurs. 
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À cause de son homologie de séquence avec les membres de la famille des 
serpines, PEDF est également connue sous le nom de SerpinFI et est classée 
dans le sous-groupe des serpines qui ne sont pas inhibitrices de protéases 
(TOMBRAN-TINK, et al., 1996). La protéine PEDF a été identifiée pour la première fois 
en 1991 par l'équipe de Tombran-Tink et ce, dans du milieu conditionné provenant 
de la culture de cellules épithéliales pigmentaires de la rétine (RPE) (TOMBRAN-
TINK et JOHNSON, 1989; TOMBRAN-TINK, et ai., 1991). Lors de sa découverte, les 
auteurs ont montré que PEDF était responsable d'induire la différenciation des 
cellules de rétinoblastomes humain (Y-89) en cellules neuronales non 
prolifératives. Ces observations ont permis d'identifier PEDF comme un facteur de 
neurodifférenciation (STEELE, et al., 1993). 
4.2 Le gène PEDF humain 
Suite à son identification, le gène PEDF a été cloné et situé sur le chromosome 
17p13.1, une région contenant plusieurs gènes reliés au cancer (STEELE, et al., 1993; 
TOMBRAN-TINK, et al., 1994). Ce gène d'environ 16 kb comprend 8 exons et 7 introns. 
Il encode une protéine de 418 acides aminés qui contient un signal de sécrétion 
formé d'acides aminés hydrophobiques (acides aminés 1-17). La protéine PEDF a 
un poids moléculaire de 46.3 kDa et peut être glycosylée par l'addition d'une seule 
chaîne d'hydrates de carbones, ce qui lui donne un poids apparent de 50 kDa 
(Figure 6). 
Jusqu'à maintenant, il a été démontré que le gène PEDF est exprimé dans 
plusieurs tissus humains dont le foie, les testicules, l'estomac, les ovaires, la 
prostate, les yeux, le coeur, le côlon, le cerveau et la moelle épinière (BILAK, et al., 
1999; BROWNE, et al., 2006; CHEUNG, et al., 2006; SAWANT, et al., 2004; TOMBRAN-TINK, et 
al., 1996). 
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4.3 Structure de la protéine PEDF; les différentes composantes 
fonctionnelles 
Les rôles cellulaires de PEDF sont nombreux et variés. Dans la littérature, 
plusieurs études décrivent ses propriétés anti-angiogéniques, neurotrophiques et 
de facteur de différenciation. Ces fonctions sont associées à des contextes 
cellulaires précis et sont attribuables à deux épitopes fonctionnels de la protéine 
(Figure 6). L'épitope 34-mer qui correspond aux acides aminés 24 à 57 est 
uniquement associé à la fonction anti-angiogénique de PEDF (FILLEUR, et al., 2005; 
MIROCHNIK, et al., 2009). L'épitope 44-mer est quant à lui, lié à l'activité 
neurotrophique et à la capacité de différenciation cellulaire induite par PEDF. Cet 
épitope est compris entre les acides aminés 58 à 101. Des expériences de 
surexpression des épitopes 34 et 44-mer ont démontré que ceux-ci sont suffisants 
pour reproduire les différents effets associés à la protéine PEDF de type sauvage 
(BILAK, et al., 2002). 
Une autre caractéristique importante de la protéine PEDF est la distribution 
asymétrique de ses charges ce qui lui permet d'interagir avec une grande variété 
de glycoprotéines. D'un côté de la protéine, on retrouve une grande densité de 
résidus basiques. Ceux-ci lui confère une charge positive et favorise la liaison avec 
l'héparine et les glycosaminoglycans comme l'hyaluronan (HA). De l'autre côté, 
des résidus acides lui donne une charge négative et lui permet d'interagir avec le 
collagéne de type I (BECERRA, et ai., 2008; BERNARD, et ai., 2009). Cette propriété 
confère à PEDF la capacité de lier plusieurs composantes de la matrice 
extracellulaire et influence ses nombreuses fonctions biologiques. Cette protéine 
possède trois sites de phosphorylation qui peuvent réguler ses fonctions. Les 
sérines 24 et 114 sont phosphorylées par la caséine kinase 2, tandis que la sérine 
227 est phosphorylée par la protéine kinase A (MAIK-RACHLINE et SEGER, 2006). 
L'utilisation de différents mutants de phosphorylation a permis de démontrer que 
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Sites de phosphorylation Site de phosphorylation 
par la casein kinase 2 par la protein kinase A (PKA) 
Asn77 Thr121 
Arg140 Lys166-167 AAsp256-258 
Sites de liaison k l'héparine Sites de liaison au coliagène 
(a.a positivement chargés) (aa négativement chargés) 
| 134-mer peptide (Asp44-Asn77) 
Activités: anti-anglogénique, anti-tumorale, 
et apoptose cellulaire 
m 44-mer peptide (Val78-Thr121 ) 
Activités : Neurotrophique et différenciation cellulaire 
Figure 6 : Représentation schématique de la structure de la protéine PEDF. 
La protéine PEDF est composée de 418 acides aminés ce qui lui confère un poids 
moléculaire de 46 kDa. Elle possède deux épitopes fonctionnels, le 34 et le 44-mer 
peptide, auxquels sont associés ses nombreux rôles biologiques. La protéine 
PEDF possède trois sites de phosphorylation soit, les sérines 24 et 114 qui sont 
phosphorylées par la caséine kinase 2 et la sérine 227 qui est phosphorylée par la 
protéine kinase A. Lorsque PEDF est glycosylée, elle possède un poids apparent 
de 50 kDa. La protéine PEDF possède également une distribution assymétrique de 
ses charges la rendant capable d'intéragir avec l'héparine ou le collagène 
(Modifiée de Ek et coll., 2006). 
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les phosphorylations sur les sérines 24 et 114 permettent d'augmenter l'activité 
anti-angiogénique de PEDF et diminuent son activité neurotrophique. Par contre, la 
phosphorylation sur la sérine 227 réduit l'activité anti-angiogénique de PEDF et n'a 
pratiquement pas d'effets sur son activité neurotrophique. 
4.4 Mécanismes d'action de PEDF: récepteurs cellulaires 
Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de la protéine PEDF, plusieurs 
études ont tenté d'identifier des récepteurs potentiels. La première évidence d'un 
récepteur cellulaire pour PEDF est venue de l'identification d'une protéine de 80 
kDa au niveau des cellules rétiniennes et neuronales capables de lier la protéine 
PEDF radiomarquée par l'iode-125. Par la suite, il a été démontré que cette 
interaction était médiée par l'épitope 44-mer et que des protéoglycans tels que 
l'héparine et l'héparine sulfate pouvaient interférer dans la liaison entre PEDF et ce 
récepteur (ALBERDI, et al., 1999; ALBERDI, et al., 2003). 
L'équipe de Becerra en 2006, a utilisé un système double hybride chez la levure 
pour ident i f ier  un second récepteur de PEDF. Le cr ib lage d 'une banque d 'ADN 
complémentaire provenant de foie humain en se servant de PEDF comme appât, a 
permis d'obtenir un fragment possédant 100 % d'homologie avec la séquence 
d'un ARNm exprimé chez les cellules pigmentaires de la rétine (RPE) 
correspondant au PNPLA2 (PLA2/nutrin/patatin-like phospholipase domain-
containing 2). Cette homologie parfaite entre les deux messagers et la taille de la 
protéine encodée par ceux-ci (80 kDa) a suggéré qu'il s'agisse du même récepteur 
identifié par Alberdi en 1999. Suite, à cette étude, ce partenaire de liaison a été 
nommé PEDF-R et est surtout associé à la fonction neurotrophique de PEDF 
(FILLEUR, et al., 2009; NOTARI, et al., 2006). 
Plus récemment, l'utilisation d'un système double hybride a permis d'identifier un 
second récepteur de PEDF, le récepteur aux laminines de 67 kDa. Contrairement 
au récepteur PEDF-R qui médie les actions de PEDF au niveau des cellules RPE 
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et des neurones, le récepteur aux laminines de 67 kDa est impliqué dans le rôle 
anti-angiogénique de PEDF et est exprimé à la membrane plasmique des cellules 
endothéliales. Ce récepteur n'est pas en mesure de lier l'épitope 44-mer, mais lie 
de façon très spécifique le 25-mer, une région contenue dans le 34-mer (BERNARD, 
et al., 2009). 
4.5 Les divers rôles connus de PEDF dans la littérature 
4.5.1 PEDF est un facteur neurotrophique et neuroprotecteur 
Depuis son identification en 1989, PEDF a été décrit comme étant le facteur 
présent dans le milieu conditionné des cellules pigmentaires de la rétine (RPE) 
responsable de la neurodifférenciation des cellules de rétinoblastomes Y-89 
(TOMBRAN-TINK et JOHNSON, 1989). Suite à son identification, des études ont montré 
que PEDF est exprimé par les cellules RPE et dans la matrice située entre les 
cellules RPE et les photorécepteurs (TOMBRAN-TINK, et ai., 1991; TOMBRAN-TINK, et ai., 
1995). D'autres études ont aussi rapporté que l'expression de PEDF est détectée 
dans la plupart des régions du système nerveux (BILAK, et al., 1999; TOMBRAN-TINK, et 
ai., 1996). Il a été démontré que PEDF est un facteur de neuroprotection et qu'il 
active la voie NFkB afin protéger les cellules granuleuses du cortex cérébélleux de 
l'apoptose et de la toxicité au glutamate (TOMBRAN-TINK et BARNSTABLE, 2003). Le 
traitement des neurones immatures avec PEDF diminue le niveau d'expression de 
l'inhibiteur IkB et augmente le niveau de phosphorylation de l'inhibiteur kBa. 
L'activation de cette voie augmente l'expression de cibles anti-apoptotiques 
comme Bcl-2, Bcl-xl et la manganèse superoxide dismutase (YABE, et al., 2001). 
4.5.2 PEDF inhibe l'angiogenèse 
De façon générale, l'angiogenèse est un processus physiologique qui consiste en 
la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de ceux qui sont existants. 
L'angiogenèse est un processus très important dans la croissance, dans le 
développement et dans la réparation tissulaire de chaque individu (CARMELIET, 
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2005; FOLKMAN, 2007). Cependant, elle est également une étape cruciale dans la 
tumorigenèse puisqu'elle permet un apport constant en oxygène, en facteurs de 
croissance et en nutriments. L'angiogenèse tumorale favorise souvent la transition 
d'un stade dormant de la tumeur à un stade malin. La tumeur, une fois 
vascularisée, peut prendre beaucoup plus d'expansion et dans certains cas, mener 
à la formation de métastases. 
La régulation de l'angiogenèse est effectuée par deux classes de protéines : les 
facteurs pro et anti-angiogéniques. PEDF est l'un des inhibiteur des plus puissants 
de l'angiogénèse tel que rapporté dans la littérature (FERNANDEZ-GARCIA, et al., 2007; 
REN, et al., 2005). Il a été montré que PEDF remplie cette fonction en jouant sur la 
prolifération, sur la migration et sur la survie des cellules endothéliales de deux 
façons (DAWSON, et al., 1999). Premièrement, une étude a démontré que PEDF 
intervient dans la voie extrinsèque d'apoptose qui implique le récepteur de mort 
cellulaire Fas/CD95 (BOUILLET et O'REILLY, 2009). En effet, PEDF augmente 
l'expression du ligand Fas (FasL) et de son récepteur Fas/CD95 dans les cellules 
endothéliales ce qui résulte en l'activation de la cascade apoptotique qui implique 
la caspase 8 (AURORA, et al., 2010; VOLPERT, et al., 2002). 
Deuxièmement, il est maintenant admis que PEDF régule la survie des cellules 
endothéliales via l'activation de la voie des MAPK/p38. Un des rôles des facteurs 
pro-angiogéniques est la déphosphorylation du facteur de transcription NFATc2 
localisé dans le cytoplasme des cellules endothéliales. Cette déphosphorylation 
résulte en une translocation nucléaire de NFATc2 et mène à l'expression de C-
FLIP, un dominant négatif endogène de la caspase-8 conduisant ainsi à la 
résistance à l'apoptose. Lorsque PEDF est présent, il active la voie des MAPK/p38 
dans les cellules endothéliales ce qui résulte en l'activation de JNK-2. La kinase 
JNK-2 phosphoryle le facteur de transcription NFATc2 qui se retrouve séquestré 
dans le cytoplasme. Dans cette situation, il n'y a donc pas transcription du facteur 
anti-apoptotique c-FLIP (ZAICHUK, et al., 2004). Il a également été admis que lorsque 
PEDF active la voie MAPK/p38 dans les cellules endothéliales, il y a activation 
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dépendante de la phospholipase A2-a cytosolique (cPLA2-a) ce qui entraîne 
l'activation du récepteur nucléaire PPARy et ultimement de p53 menant à 
l'apoptose des cellules endothéliales. La phospholipase A2-a jouerait donc un rôle 
essentiel dans l'action pro-apoptotique médiée par PEDF au niveau des cellules 
endothéliales (HO, et al., 2009). 
4.5.3 PEDF est un gène suppresseur de tumeur 
Dans les dernières années, plusieurs études ont suggéré que PEDF puisse agir 
comme gène suppresseur de tumeur. Bien que PEDF exerce une activité anti­
tumorale via sa propriété anti-angiogénique et que cette propriété fût la première à 
éveiller l'intérêt des chercheurs pour une cible thérapeutique potentielle, il est 
maintenant évident que PEDF a d'autres rôle anti-tumoraux comme la 
différenciation tumorale, le contrôle de la prolifération tumorale et un important 
potentiel apoptotique (EK, et al., 2006). Plusieurs groupes se sont intéressés à 
étudier les fonctions biologiques de cette molécule dans des modèles tumoraux in 
vitro et in vivo (BROADHEAD, et al., 2009). Il est connu que PEDF a un effet anti­
tumoral direct dans les mélanomes (ORGAZ, et al., 2009), dans les ostéosarcomes 
(EK, et al,, 2007; EK, et al., 2007), dans le cancer des ovaires (CHEUNG, et al., 2006), dans 
le cancer de la prostate (HALIN, et al., 2004; MALIN, et al., 2010; QlNGYl, et al., 2009) ainsi 
que dans plusieurs autres cancers. 
Une étude récente a montré que l'expression de PEDF est élevée dans les 
mélanocytes, mais qu'elle diminue graduellement dans la progression maligne des 
mélanomes humains jusqu'à être totalement perdue dans les cas de mélanomes 
hautement invasifs (ORGAZ, et al., 2009). La réduction de l'expression de PEDF par 
l'utilisation d'un ARN interfèrent dans deux lignées mélanocytaires peu invasives a 
permis d'observer une augmentation significative de la prolifération, de la migration 
et du potentiel invasif de ces cellules. Des essais de colonisation ont permis de 
montrer que suite à l'injection de ces cellules dans la veine de la queue de souris 
nues, il y avait formation de métastases dans les poumons de ces souris. 
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L'absence de PEDF est donc responsable, dans ce contexte, à l'augmentation 
certaines caractéristiques métastatiques de ces cellules, normalement peu 
invasives. Par contre, ces essais ne récapitulent pas toutes les étapes du 
processus métastatique comme l'invasion et la dégradation de la matrice. 
L'équipe de Jiang a montré que lorsqu'on abolit l'expression de PEDF dans des 
cellules cancéreuses pulmonaires A549, il y a augmentation de la prolifération 
cellulaire (ZHANG, et al., 2005). Cette même équipe a également utilisé une banque 
de tissus provenant de 91 patients atteints de cancer NSCLC (non small cell lung 
cancer) pour montrer que PEDF est diminué chez ces patients et que cette 
diminution corrèle avec les stades les plus avancés, les plus grosses tumeurs et 
avec le plus faible taux de survie à long-terme des patients (ZHANG, et ai., 2006). De 
plus, l'utilisation de protéine recombinante humaine PEDF chez les cellules A545 
entraîne une baisse significative de la croissance, de la motilité et de l'adhésion au 
matrigel de ces cellules cancéreuses (CHEN, et al., 2009). 
Il a été démontré que les souris déficientes pour l'expression de PEDF présentent 
une augmentation de la masse et de la vascularisation de la prostate et du 
pancréas exocrine. Il semblerait que l'expression de PEDF soit aussi sensible aux 
hormones androgènes et à l'hypoxie (DAWSON, et al., 1999; DOLL, et al., 2003). Il est 
bien documenté dans la littérature que les androgènes contrôlent la 
néovascularisation de la prostate en affectant l'expression du facteur pro-
angiogénique VEGF. Il a également été démontré que la protéine PEDF sécrétée 
par les cellules épithéliales de prostate humaine (PrEC) dans le milieu de culture 
inhibe la migration des cellules endothéliales in vitro. Des analyses histologiques 
ont montré que PEDF est présent dans les cellules épithéliales humaines de la 
prostate, qu'il est très fortement exprimé dans les hyperplasies bénignes de la 
prostate (BPH), mais qu'il est indétectable dans des tissus cancéreux prostatiques 
humains (DOLL, et al., 2003). Une équipe a aussi rapporté que l'expression de PEDF 
est plus faible dans les néoplasies intra-épithéliales de haut grade (HGPIN) et que 
ceci correspond à un mauvais pronostique (QlNGYi, et al., 2009). 
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5. Problématique, hypothèse et objectifs 
Très peu d'études se sont intéressées à détailler l'expression de PEDF dans 
l'intestin humain de même que son potentiel anti-tumoral dans le CCR. Dans notre 
laboratoire, nous avons démontré que PEDF est exprimé dans les cellules 
épithéliales intestinales en absence du corépresseur nucléaire NCOR1 (DOYON, et 
al., 2009). 
L'hypothèse de recherche de ce travail est que la transcription du gène PEDF est 
contrôlée par NCOR1 au niveau des cellules épithéliales intestinales humaines et 
que PEDF agit comme gène suppresseur de tumeurs. Trois objectifs principaux de 
recherche ont été développés pour répondre à cette hypothèse. 
Objectif 1 : Déterminer comment est régulé le gène PEDF. 
Objectif 2 : Déterminer si PEDF agit comme gène suppresseur de tumeurs dans 
les cellules cancéreuses colorectales humaines. 
Objectif 3 : Déterminer quel est le statut de PEDF dans le CCR. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Culture cellulaire 
1.1 Les cellules 293T 
Les cellules 293T (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis) sont 
des cellules transformées de rein foetal humain. Elles ont été cultivées dans du 
milieu de culture DMEM (Dubelco's modified Eagles's médium) (Gibco BRL, 
Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de sérum bovin foetal (FBS) (Wisent, 
St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Gibco BRL, Burlington, Canada), 0,01 mM 
d'HEPES (Gibco BRL, Burlington, Canada) et 100 jxg/ml de 
pénicilline/streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Canada). Les cellules 293T ont 
été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène (BD Falcon, 
Durham, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le 
milieu de culture des cellules a été changé tous les deux jours et les cellules ont 
été passées dans un ratio 1:10 lorsqu'elles atteignaient 90-100 % de confluence. 
1.2 Les cellules Caco 2/15 
Les cellules Caco 2/15 sont des cellules épithéliales intestinales correspondant à 
un clone dérivé de la lignée parentale Caco2 isolée à l'origine d'un 
adénocarcinome colorectal humain (BEAULIEU et QUARONI, 1991). Ces cellules 
possèdent la capacité d'entamer un processus de différenciation spontané à 
l'atteinte de la confluence (ROUSSET, 1986). Elles ont été cultivées dans du milieu de 
culture DMEM supplémenté avec 10 % de FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 mM 
d'HEPES et 100 fxg/ml de pénicilline/streptomycine. Les cellules Caco 2/15 ont été 
cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène à 37 °C dans un 
environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été 
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changé tous les deux jours. Une attention particulière a été portée à la confluence 
des cellules entre chaque passage. Les cellules ont été passées dans un ratio 1 : 6 
lorsqu'elles étaient à un maximum de 80 % de confluence afin d'éviter l'apparition 
de cellules en processus de différenciation. 
1.3 Les cellules HT29 et HCT116 
Les cellules HT29 sont des cellules épithéliales intestinales isolées d'un 
adénocarcinome de côlon humain et les cellules HCT116 proviennent d'un 
carcinome colorectal humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, 
États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture McCoy's 5a Médium 
Modified (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS, 2 mM 
de glutamine, 0,01 mM d'HEPES et 100 ng/ml de pénicilline/streptomycine. Les 
cellules HT29 HCT116 ont été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de 
polystyrène à 37 °C dans un environnement contenant 5% de C02. Le milieu de 
culture des cellules a été changé tous les deux jours. Ces cellules ont été passées 
dans un ratio 1:10 lors de l'atteinte de la confluence. 
1.4 Les cellules SW480 
Les cellules SW480 sont des cellules épithéliales intestinales humaines et 
proviennent d'un adénocarcinome colorectal (American Tissue Culture Collection, 
Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture 1X 
Leibovitz' s L-15 (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de 
FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 mM d'HEPES et 100 ng/ml de 
pénicilline/streptomycine. Les cellules SW480 ont été cultivées dans des boîtes de 
culture cellulaire de polystyrène à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de 
CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les deux jours. Ces 
cellules ont été passées dans un ratio 1 : 4 lors de l'atteinte de 80 % de 
confluence. 
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1.5 Les Cellules DLD1 
Les cellules DLD1 sont des cellules épithéliales intestinales humaines qui 
proviennent d'un adénocarcinome colorectal. (American Tissue Culture Collection, 
Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture RPMI-
1640 (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % FBS, 2 mM de 
glutamine, 0,01 mM d'HEPES et 100 jag/m! de pénicilline/streptomycine. Les 
cellules DLD1 ont été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène 
à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de C02. Le milieu de culture des 
cellules a été changé tous les deux jours. Les cellules DLD1 ont été passées dans 
un ratio 1:10 lors de l'atteinte de la confluence. 
2. Extraction des protéines cellulaires 
2.1 Lysat de protéines totales 
Lorsque les cellules ont atteint la confluence souhaitée, le milieu de culture a été 
aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid (137 mM de 
NaCI, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na2HP04 et 2 mM de KH2P04) et resuspendues 
dans un tampon de lyse complet 1X (50 mM Tris-CI, 150 mM NaCI, 1 % NP-40, 
0,5 % Na-deoxycholate) préalablement supplémenté avec 1 % de cocktail 
d'inhibiteur de protéases (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 0,2 mM 
d'orthovanadate de sodium (Na3V04 ) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 50 mM 
de fluorure de sodium (NaF) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada). Les cellules 
resuspendues ont été lysées sur glace pour une période de 10 minutes. Les 
surnageants ont été récoltés suite à 15 minutes de centrifugation à vitesse 
maximale à 4 °C et congelés à -80 °C. Les protéines ainsi extraites ont été dosées 
à l'aide de la technique de Bradford (BioRad, Mississauga, Canada) et la densité 
optique a été mesurée avec un spectrophotomètre à une densité optique de 
595 nm. 
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2.2 Fractionnements subcellulaires 
2.2.1 Enrichissement nucléaire pour l'analyse par gel de rétention 
Lorsque les cellules ont atteint la confluence souhaitée, le milieu de culture a été 
aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid. Les cellules 
ont été récoltées à l'aide d'un grattoir dans un petit volume de PBS 1X et 
centrifugées à 200 X g pour 5 minutes à 4 °C. Le culot de cellules a été pesé et les 
cellules ont été resuspendues dans le tampon hypotonique (10 mM HEPES, 1,5 
mM MgCI2, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, 1 % d'inhibiteurs de protéases, 200 pM 
Na3VC>4, 50 mM NaF) à raison de 5 fois le volume du culot de cellules. Les cellules 
ont été centrifugées à 800 X g pendant 5 minutes à 4 °C. Le culot de cellules a par 
la suite été resuspendu dans le tampon hypotonique à raison de 3 fois le volume 
du culot initial et placé sur glace pour 10 minutes. Les cellules ont été 
homogénéisées avec un pilon B et centrifugées à 1200 x g pour 15 minutes à 4 °C. 
Le surnageant ainsi récolté correspond à la fraction cytoplasmique. Le culot a été 
resuspendu goutte-à-goutte avec 0,5 fois le volume du culot de tampon à faible 
concentration de sel (20 mM HEPES, 1,5 mM MgCI2, 20 mM KCI, 0,2 M EDTA, 
25 % glycérol, 0,5 mM DTT, 1 % inhibiteur de protéases, 200 pM Na3V04, 50 mM 
NaF). Par la suite, le tampon à haute concentration de sel (20 mM HEPES, 1,5 mM 
MgCfe, 1,2 M KCI, 0,2 M EDTA, 25% glycérol, 0,5 mM DTT, 1 % inhibiteur de 
protéases, 200 pM Na3V04, 50 mM NaF) a été ajouté goutte-à-goutte dans un 
volume correspondant à 0,5 fois le volume du culot initial. Les tubes ont été agités 
à 4 °C pendant 30 minutes et centrifugés pendant 30 secondes à 17 000 x g à 4 
°C afin que le surnageant contenant les protéines nucléaires puisse être récolté. 
Les lysats ont été congelés à -80 °C jusqu'à l'utilisation. 
2.2.2 Fractionnement subcellulaire complet 
Lors de l'atteinte de la confluence souhaitée, le fractionnement subcellulaire 
complet des cellules a été effectué à l'aide de la trousse « ProteoExtract 
Subcellular Proteome Extraction Kit » (Calbiochem, Darmstadt, Allemagne), selon 
les recommandations du fournisseur. L'utilisation de cette technique a permis 
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d'obtenir quatre fractions cellulaires distinctes, soit ; le cytosol (Fraction I), les 
membranes et les organelles (Fraction II), le noyau (Fraction III) et le cytosquelette 
(Fraction IV). Les protéines des différentes fractions ont été dosées à l'aide de la 
technique BCA (Thermo Fisher Scientific, Rockford, États-Unis). 
3. Immunobuvardages 
Des gels d'acrylamide précoulés NuPAGE (Invitrogen, Burlington, Canada) ont été 
utilisés pour la migration de divers échantillons protéiques. Pour la détection de la 
protéine PEDF, des gels 10 % ont été utilisés avec un tampon de migration TA 1X 
(50 mM Tricine, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 8,24). Pour la 
détection de la protéine NCOR1, des gels à gradient 3-8% ont été utilisés, de 
même qu'un tampon MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 
mM EDTA, pH 7,7). Les gels NuPAGE ont été équilibrés à la température de la 
pièce. Les échantillons protéiques ont été préparés dans un volume total de 13 ^L. 
Un mélange contenant 5 pi du tampon d'échantillons NuPAGE LDS sample buffer 
(lithium dodecyl sulfate) 4x (Invitrogen, Burlington, Canada) et 2 pi d'agent de 
réduction NuPAGE sample reducing agent (Invitrogen, Burlington, Canada) a été 
ajouté à chaque échantillon protéique de même qu'au standard protéique Full 
Range Rainbow (GE Healthcare, Piscataway, États-Unis). Les échantillons et le 
standard ont été chauffés à 70 °C pendant 10 minutes. Les échantillons ont été 
déposés sur gel et la migration a été effectuée dans le tampon TA à 150 volts 
pendant 60 minutes et dans le tampon MOPS 1X à 200 volts pendant 70 minutes 
contenant tous deux de l'antioxydant (Invitrogen, Burlington, Canada). Suite à la 
migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF (Roche 
Diagnostic, Laval, Canada) à 30 volts pendant 60 minutes pour PEDF et 120 
minutes pour NCOR1. Le transfert a été effectué dans du tampon de transfert (25 
mM Bicine, 25 mM bis tris, 1 mM EDTA, pH 7,2) (Invitrogen, Burlington, Canada) 
contenant de l'antioxydant (Invitrogen, Burlington, Canada). La membrane a été 
bloquée pendant au moins 30 minutes à la température de la pièce dans le tampon 
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de blocage (10 % lait écrémé en poudre, PBS 1X, 0,1 % Tween20). L'anticorps 
primaire a été dilué dans la solution de blocage (voir tableau 1) et la membrane a 
été incubée dans celui-ci toute la nuit sur une plaque agitatrice à 4 °C. La 
membrane a été lavée deux fois 15 minutes dans le PBX 1X, 0,1 % Tween 20 à la 
température de la pièce avec une agitation constante. L'anticorps secondaire a été 
dilué dans la solution de blocage et la membrane a été incubée dans cette solution 
à la température de la pièce pendant 45 minutes. La membrane a été lavée deux 
fois 15 minutes dans le PBX 1X, 0,1 % Tween 20 à la température de la pièce 
avec une agitation constante. Les antigènes de la membrane ont été révélés grâce 
à la trousse de détection ECL+ (Amersham Biosciences, Québec, Canada). La 
membrane a été exposée sur un film autoradiographique développé dans une 
chambre noire (Amersham Biosciences, Québec, Canada). 
Tableau 1 : Liste des anticorps et des dilutions utilisées pour les 
immunobuvardages 
Anticorps Compagnie et 
# Catalogue 





chez le lapin 






chez le lapin 
1 : 1000 
RAR a SCBT; 
(C-20) : ss-551 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez le lapin 
1 : 1000 
RXRa SCBT; 
(D-20) : sc-553 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez le lapin 
1 : 1000 
Actine SCBT; 
(C-11) : sc-1615 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez la chèvre 
1 : 1000 
Lamine B SCBT; 
(M-20) : sc-6217 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez la chèvre 
1 : 1000 
p-Tubuline SCBT; 
(H235) : sc-9104 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez le lapin 
1 : 1000 
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4. Analyse des ARNs 
4.1. Extraction des ARNs totaux de cellules en culture 
L'extraction des ARNs totaux des cellules a été réalisée avec la trousse 
commerciale ToTALLY RNA (Ambion, Austin, États-Unis) selon le protocole fourni. 
Lors de la récolte des cellules, le milieu de culture a été aspiré et les cellules ont 
été lavées deux fois au PBS 1X. Par la suite, la solution de dénaturation a été 
ajoutée à chaque Pétri et les cellules ont été récoltées à l'aide d'un grattoir. Les 
cellules ont été homogénéisées et lysées dans la solution de dénaturation à l'aide 
de plusieurs pipettages successifs. Le lysat a été récolté dans un microtube et un 
« volume de départ » de Phénol: Chloroforme: IAA a été ajouté au lysat. Les 
échantillons ont été vortexés pour une minute et placés sur glace pour une période 
de 5 minutes avant d'être centrifugé à 10 000 -12 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. 
La phase supérieure aqueuse a été transférée dans un nouveau tube. Le volume 
ainsi obtenu a été mesuré et 1/10 du volume en acétate de sodium 3 M, pH 4,5 a 
été ajouté. Les échantillons ont été vortexés pour une minute, placés sur glace 
pour 5 minutes et centrifugés à 10 000 - 12 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. La 
phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube et un volume 
d'isopropopanol froid a été ajouté. Les échantillons ont été mélangés par une 
dizaine d'inversions, placés à -20 °C pour 30-60 minutes puis centrifugés à 10 000 
- 12 000 x g à 4 °C pour 15 minutes. Le surnageant a été aspiré en faisant bien 
attention au culot d'ARN. Le culot a été séché à 37 °C pendant quelques minutes. 
Les ARNs ont été resuspendus dans 100 pL d'eau DEPC (Diethyl pyrocarbonate) 
(Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et ils ont été laissés à la température de la pièce 
pour 10 minutes et chauffés à 70 °C pour 3 minutes afin de dissoudre 
complètement le culot d'ARNs. Les échantillons ont par la suite été vortexés à 
vitesse moyenne afin d'aider la dissolution complète. Un demi-volume de LiCI a été 
ajouté aux échantillons et ceux-ci ont été mélangés par une dizaine d'inversions, 
incubés à -20 °C pour 30 à 60 minutes et centrifugés à 10 000 - 12 000 x g à 4 °C 
pour 15 minutes. Le surnageant a été aspiré et le culot d'ARNs a été lavé (vortexé 
39 
à vitesse moyenne) avec 300 pi d'éthanol 70 % et centrifugé à 3 000 x g à 4 °C 
pour 5 minutes. L'éthanol a été éliminé complètement et les culots séchés à l'air 
libre pendant quelques minutes. Les ARNs ont été resuspendus dans 10 à 40 pi 
d'eau DEPC selon la taille du culot. Afin de maximiser la solubilisation des ARNs, 
les échantillons ont été laissés à la température de la pièce pour 10 minutes et 
chauffés à 70 °C pour 3 minutes. Les échantillons ont par la suite été vortexés à 
vitesse moyenne et resuspendus par pipettages consécutifs. Les ARNs ont subi un 
traitement à la DNase (1 unité de l'enzyme/microtube) (Roche, Laval, Québec) 
dans du tampon DNAse 1X (100 mM Tris pH 7,5, 25 mM MgCI2, 5 mM CaCI2) 
(Roche, Laval, Québec) à 37 °C pendant 60 minutes. La DNase a été inhibée par 
l'ajout d'EDTA à 5 mM et chauffage à 75 °C pour 10 minutes. Les ARNs ont été 
dosés et conservés à -80 °C jusqu'à utilisation. 
Certains échantillons d'ARNs utilisés dans cette étude ont été obtenus via une 
banque de tissus de CCR en collaboration avec le laboratoire de la Pre. Julie 
Carrier du Département de Médecine de la FMSS. Il est à noter que ceux-ci ont été 
préparés selon un protocole similaire au nôtre. 
4.2 Réaction de transcription inverse 
De l'ADNc a été produit à partir des ARNs extraits des cellules en culture en 
utilisant l'enzyme transcriptase inverse (RT) (Roche, Laval, Canada). Pour ce faire, 
2 ng d'ARNs ont été dilués dans un volume final de 10 ^L. Les ARNs ont été 
chauffés à 75 °C pendant 5 minutes afin de dénaturer les structures secondaires. 
Suite au chauffage, les échantillons ont rapidement été placés sur glace pour 5 
minutes. À chacun des échantillons, les réactifs suivants furent ajouté à la réaction 
de transcription inverse, soit ; 4 p.L de tampon AMV-RT 5X (250 mM Tris-HCI, 40 
mM MgCI2, 150 mM KCI, 5 mM dithiothréithol; pH 8,5) (Roche, Laval, Canada), 0,8 
I^L de dNTPs 25mM (Amersham Biosciences, Laval, Canada), 2,4 nL d'oligos dT 
(Amersham Biosciences, Laval, Canada), 1 ^L d'inhibiteur de RNAses (Roche, 
Laval, Canada) et 1,5 p.L de l'enzyme transcriptase inverse (Roche, Laval, 
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Canada). La réaction a été effectuée dans un bain à 42 °C pendant 60 minutes. 
L'enzyme a été inactivée par un chauffage à 95 °C pendant 5 minutes. Les ADNc 
obtenus ont été conservés à -20 °C jusqu'à l'utilisation. 
4.3 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
4.3.1 PCR semi-quantitatif 
Les réactions de polymérisation en chaîne ont été effectuées dans le S1000 
Thermal Cycler (BioRad, Mississauga, Canada) dans un volume total de 25 ^L. 
Les oligonucléotides utilisés pour les amplifications ont été commandées de chez 
Integrated DNA technologies (IDT, Coralville, États-Unis). Pour chaque réaction, 
un mélange contenant 2,5 pL du tampon de réaction 10X (final 1X: 20 mM Tris-
HCI, 10 mM (NH4)2S04, 10 mM KCI, 2 mM MgS04, 0,1 % Triton X-100, pH 8,8 à 
25 °C) (NEB, Pickering, Canada), 0,2 ^L de dNTPs (25mM), 10 nM de chaque 
amorce d'amplification (Tableau 2), 0,2 jiL d'enzyme Taq (NEB, Pickering, 
Canada), 1 ^L d'ADNc synthétisé et 19,1 j*L d'eau bidistillé stérile pour compléter 
le volume. 
4.3.2 PCR quantitatif en temps réel 
Les réactions de PCR quantitatif en temps réel ont été réalisées avec l'appareil 
LightCycler 1.5 (Roche, Laval, Canada) et la trousse QuantiTect SYBR green RT-
PCR (Qiagen, Mississauga, Canada). Les oligonucléotides utilisés pour les 
amplifications ont été commandées de chez Integrated DNA technologies (IDT, 
Coralville, États-Unis). Les réactions ont été effectuées selon les recommandations 
du détaillant. Un mélange a été préparé contenant 10 i^L du réactif SYBR green, 6 
jaL d'eau bidistillée stérile, 1 fxL de chacune des amorces d'amplification (10 
nM/jiL) pour chaque échantillon à amplifier. À ce mélange, a été ajouté 2 ^L d'ADN 
complémentaire de chacun des échantillons. Un capillaire contenant le mélange 
réactionnel, mais ne contenant pas d'ADN complémentaire, a été utilisé comme 
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contrôle négatif. Les amplifications ont été réalisées selon le protocole détaillé 
dans le tableau 2. 
Tableau 2 : Cycles d'amplification par PCR quantitatif en temps réel 
Nombre de cycles Étapes Température (°C) Durée 
1 Activation 95 00 15 00 
50 Amplification 94 00 00 15 
Température 
d'hybridation (59) 
00 00 30 
72 00 00 30 
1 Courbe de 95 00 00 00 
dénatu ration 65 00 00 30 
95 00 00 00 
1 Refroidissement 40 00 00 30 
Tableau 3 : Liste des oligonucléotides utilisés pour les réactions de 




Oligonucléotide du brin 
matrice (5'-3') 






(990 et 1140) ACGCTAT GGCTT GGATT CAG GACTT GGT GACTT CGCCTT C 59 
NCOR1 
(2191 et 2362) GCTAAAATGGTGGGAACGAA CAGAAACAGTGGAAGCGACA 59 
RARot 
CCTCC CTACGCCTTCTTCTT AGGGCTGGGCACTATCTCTT 59 
RXRct 
(202 et 371) CAGGT GAACT CCTCCCT CAC GAGCT GAT GACCGAGAAAGG 59 
Récepteur 
Laminine 67KDa 
(46 et 258) GTTCT GGATT CCCGT CGTAA AGCTTCTCCCAGGTCCTCTT 
59 
PEDF-R 
(745 et 926) CATCACAGTGTCCCCCTTCT ATCCCT GCTT GCACAT CTCT 59 
TBP 
(1009 et 1139) GGGGAGCT GT GAT GT G AAGT GGAGAACAATT CT GGGTTT G A 59 
RPLP0 
(836 et 977) GCAAT GTT GCCAGT GT CT G GCCTTGACCTTTTCAGCAA 59 
f)2mic 
(89 et 425) T CGCGCTACT CT CTCTTT CT G TCAATGT CGGAT GGATGAAA 
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5. Gels de rétention 
5.1 Hybridation des sondes 
Les oligonucléotides ont été achetés chez Integrated DNA technologies (IDT, 
Coralville, États-Unis) et correspondent à 8 sites de liaison potentiels spécifiques 
aux récepteurs hétérodimères RARa et RXRa au niveau du promoteur de PEDF 
(Tableau 4). Les oligonucléotides ont été hybridés (25 ng de chacun) dans du 
tampon d'hybridation 10X (100 mM Tris-CI, 500 mM NaCI, 10 mM EDTA, pH 8). 
L'hybridation a été effectuée à l'aide du S1000 Thermal Cycler (BioRad, 
Mississauga, Canada) selon le protocole suivant; 1 cycle à 95°C pendant 5 
minutes, 30 cycles à 95°C - 1°C/ cycle, I cycle à 65°C (TM) pendant 10 minutes et 
40 cycles à 65°C -1°C /cycle. 
5.2 Marquage des sondes radioactives 
Les sondes obtenues suite à l'hybridation ont été marquées avec de l'adénosine 
triphosphate (ATP) y-32P Easy Tides (Perkin Elmer, Laval, Canada) à l'aide de 
l'enzyme T4 DNA polynucléotide kinase (PNK) (NEB, Pickering Canada) dans son 
tampon de réaction 10X (700 mM Tris-HCI, 100 mM MgCI2, 50 mM DTT, pH 7,6) 
(NEB, Pickering, Canada). Brièvement, les oligonucléotides hybridés (1 pg/pl) ont 
été diluées à 100 ng/pl et la réaction d'échange d'ATP y-32P a été préparée. 11 JJI 
d'eau stérile, 2 pi de tampon T4 DNA PNK 10X, 5 pi d'ATP y-32P et 1 pl de 
l'enzyme T4 DNA PNK (10 U) ont été ajoutés aux oligonucléotides dilués. La 
réaction a été incubée à 37 °C pendant 45 minutes. Les sondes marquées ont été 
purifiées avec les colonnes ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham 
Biosciences, Québec, Canada) selon le protocole fourni par le détaillant. 
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5.3 Migration sur gel acrylamide 
Les échantillons de protéines nucléaires de cellules 293T utilisés dans ces essais 
ont été préparés selon le protocole d'enrichissement nucléaire décrit 
précédemment (voir section 2.2.1). Les cellules ont été transfectées ou non avec 
les vecteurs d'expression RXRa et/ou RARa (OpenBiosystems, Huntsville, États-
Unis) en utilisant la lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, États-Unis) suivant 
les recommandations du détaillant. 
Les gels non dénaturants utilisés pour la migration ont été préparés à une 
concentration de 5 % de bis-acrylamide dans du tampon de migration TGE 0,5X 
(0,2 M glycine, 0,025 M Tris, 1 mM EDTA). Les échantillons ont été préparés en 
combinant 4 pg de protéines nucléaires, 12 pL de tampon de liaison D 2X (20 mM 
Hepes pH 7,9, 20 % glycérol, 0,2 mM EDTA et 0,50 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride (PMSF)), 1 pL de Poly (dl-dC) (50 ng/pL) (Amersham Biosciences, 
Pickering, Canada), 0,4 pL KCI 3M et 2 pL de la sonde diluée à 25 000 cpm pour 
un total de 24 pl par échantillon. Les anticorps RARa et RXRa (600 ng) (voir 
Tableau 1) ont été utilisés afin de réaliser le supershift des complexes. Les 
échantillons ont été mélangés rapidement et la réaction de liaison fut effectuée sur 
glace pour une période de 10 minutes. Les échantillons ont été chargés sur le gel, 
ayant subi une pré-migration de 60 minutes à 120 volts, et ont été migrés dans du 
tampon TGE 0,5X pendant 4 heures à 120 volts. Suite à la migration, le gel a été 
démoulé, séché à 80°C pendant 60 minutes, placé dans une cassette 
Phosphorlmager et exposé sur un écran de type K screen pendant la nuit à -80 °C. 
L'écran a été lu, le lendemain, au Phosphorlmager (BioRad, Mississauga, 
Canada). 
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Oligonucléotide sens (5'-3') Oligonucléotide 
non sens (5'-3') 
VDR/RXR 93-117 TCAGCAGGGTGAGGCAGGAGAACCT AGGTTCTCCTGCCTCACCCTGCTGA 
RAR/RXR 145-161 CAGGGGTGCAATGTCGGCTCACTGC GCAGT G AGCCGACATT GCACCCCT G 
CAR/RXR 218-242 ACCTTAGGTCAATGTATCACACTGT ACAGTGTGATACATTGACCTAAGGT 
VDR/RXR 484 - 508 GCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATC GATCTCAGCTCACTGCAACCTCCGC 
VDR/RXR 523 - 547 TTGGGAGT CT GAGGCAGGAG AAT CA TGATTCTCCTGCCTCAGACTCCCAA 
VDR/RXR 665 - 689 CACTTTGGGAGACCGAGGCCGGGGG CCCCCGGCCTCGGTCTCCCAAAGTG 
RAR/RXR 773 - 797 T CACCT G AGGTCAGGAGTT CAAGAC GTCTT G AACT CCT G AC CT C AGGT G A 
PPAR/RXR 927 - 949 CAGCAGTGGGTTAAAGTTAACAC GT GTTAACTTTAACCCACT GCTG 
é* Clonage du promoteur du gène PEDF humain 
&1 Amplification du promoteur du gène PEDF par PCR 
Les oligonucléotides utilisés pour réaliser le clonage du promoteur de 1000 pb du 
gène PEDF ont été achetés chez Integrated DNA technologies (IDT, Coralville, 
États-Unis) (Tableau 5). Une amplification par PCR a été réalisée en utilisant de 
l'ADN génomique de côlon fœtal humain. L'amplification a été réalisée par 
l'enzyme polymérase iproof High Fidelity (BioRad, Mississauga, Canada) suivant 
les recommandations du détaillant. Le programme PCR suivant a été utilisé: 1 
cycle à 98 °C pendant 30 secondes, 35 cycles répétant trois étapes; 10 secondes 
à 98 °C, 30 secondes à 58 °C et une minute à 72 °C et 1 cycle d'élongation finale 
à 72 °C pendant 5 minutes. 
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6.2 Clonage du produit de PCR dans le vecteur PGL3basic 
Le produit de PCR obtenu a été migré sur gel et purifié à l'aide d'une colonne PCR 
montage (Millipore, Billerica, États-Unis) selon les recommandations du détaillant. 
Puisque le produit de PCR avait été amplifié avec l'enzyme iproof HF, celui-ci 
possédait déjà des extrémités franches. Un clonage avec extrémités franches dans 
le vecteur rapporteur luciférase PGL3basic (Promega, Madisson, États-Unis) fut 
donc effectué. Le PGL3basic (Promega, Madison, États-Unis) a été digéré avec 
l'enzyme de restriction Smal (Roche, Laval, Canada) dans le tampon de digestion 
A (Roche, Laval, Canada) pendant trois heures à 25 °C. La ligation a été effectuée 
par la T4 DNA ligase (NEB, Pickering, Canada) selon les ratios proposés par le 
manufacturier. L'intégrité du produit de PCR cloné dans le vecteur luciférase 
PGL3basic a été confirmé par séquençage via la plateforme de séquençage et de 
génotypage des génomes (Université Laval, Québec, Canada). 
Tableau 5 : Oligonucléotides utilisés pour l'amplification du promoteur du 
gène PEDF humain 
Nom de l'oligonucléotide Séquence de l'oligonucléotide (5'-3') 
LongProm Up (Brin Matrice) AGACAAGCGT GACCAAT GT G 
LongProm Dw (Brin complémentaire) AAGCGACCT GCACT CAATTT 
7. Essais luciférase 
7.1 Vecteurs utilisés 
Les essais luciférases ont été effectués avec le vecteur rapporteur luciférase PGL3 
basic dans lequel nous avons cloné le promoteur humain du gène PEDF (tel que 
décrit dans la section 6). Le vecteur rapporteur Renifla reniformis pRL-SV40 
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(Promega, Madison, États-Unis) a été utilisé comme contrôle interne afin de 
normaliser les résultats entre eux. Les vecteurs d'expression RARa et RXRa 
(OpenBiosystems, Huntsville, États-Unis) ont été utilisés pour stimuler l'activité 
transcriptionnelle du promoteur du gène PEDF. Le vecteur d'expression NCOR1 
humain a été utilisé pour médier la répression transcriptionnelle du promoteur 
PEDF. 
7.2 Transfections transitoires 
Les essais ont été réalisés dans les cellules 293T. Les cellules ont été passées la 
veille de la transfection dans des plaques de 24 puits selon un ratio permettant 
d'obtenir une confluence de 60-80 % le jour de la transfection. Des mélanges 
contenant 0,2 fjg du vecteur rapporteur luciférase PGL3basic-promoteur PEDF, 0,1 
ng du vecteur d'expression RARa et/ou RXRa, 0,2 ^g du vecteur d'expression 
NCOR1, 0,018 |j.g du vecteur rapporteur Renilla reniformis pRL-SV40 (Promega, 
Madison, États-Unis) et 2 ^L de lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
Burlington,Canada) ont été préparés dans 100 ^L de milieu opti-MEM (Gibco BRL, 
Burlington, Canada). Le vecteur pCDNA 3.1 (Invitrogen, Burlington, Canada) a été 
utilisé afin de compléter à 0,8 ng d'ADN total pour chacune des réactions. Les 
mélanges contenant les ADNs, l'optiMEM et la lipofectamine 2000 ont été incubés 
20 minutes à la température de la pièce. Pendant ce temps, le milieu de culture 
des cellules a été aspiré et remplacé par 500 ^L de milieu optiMEM. Par la suite, 
les mélanges ont été ajoutés aux cellules et celles-ci ont été transfectées pour une 
période de 4 heures. Le milieu de transfection fut par la suite retiré et 500 ^L de 
milieu de culture frais a été ajouté dans chacun des puits. Les cellules ont été 
incubées â 37 °C pendant 48 heures. 
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7.3 Mesure des activités luciférase et Rénilla 
Suite à l'incubation de 48 heures à 37 °C, le milieu de culture des cellules a été 
aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X. Les activités 
luciférase et Rénilla ont été mesurées à l'aide de la trousse Dual luciferase assay 
(Promega, Madisson, États-Unis) selon le protocole fourni par le détaillant. Toutes 
les expériences ont été répétées au moins 3 fois avec 5 réplicats pour chacune 
des conditions expérimentales. 
8. Clonage de la séquence codante de PEDF humain 
La séquence codante du gène PEDF humain a été amplifiée par PCR en utilisant 
le vecteur pTOB7/serpinF1 (OpenBiosystems MHS1011-75595, Huntsville, États-
Unis) comme matrice et les oligonucléotides décrits dans le tableau 6. La réaction 
d'amplification par PCR a été réalisée avec l'enzyme iproof hight fidelity (BioRad, 
Mississauga, Canada). Les oligonucléotides utilisés pour l'amplification par PCR 
ont été commandés chez IDT et deux sites de restriction ont été intégrés (Spel et 
EcoRI) afin de procéder à un clonage dirigé dans le vecteur de surexpression 
plentiAdapteur. Suite à l'amplification par PCR, le produit de PCR et le vecteur 
plentiAdapteur ont été migrés sur gel d'agarose, purifiés avec les colonnes High 
Pure PCR Cleanup (Roche, Laval, Canada) et digérés avec les enzymes Spel et 
EcoRI dans le tampon H (Roche, Laval, Canada) pendant 3 heures à 37 °C. La 
ligation a été effectuée par la T4 DNA ligase (NEB, Pickering, Canada) selon les 
ratios proposés par le manufacturier. L'intégrité du produit de PCR clbné dans le 
vecteur de surexpression plentiAdapteur a été confirmée par séquençage. 
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Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés pour l'amplification du gène PEDFet 
clonage dans le vecteur de surexpression plentiADAPTEUR 
Nom de l'oligonucléotide (position) Séquence de l'oligonucléotide 
(5'-3') 
PEDFhumain pTOB7/serpinf1 Spel (57) 
TCACTAACTAGTACCATGCAGGCCCTGGTG 
PEDFhumain pTOB7/serpinf1 EcoRI 
(1313) TAGTGAGAATTCTTAGGGGCCCCTGGGGTC 
9. Immunofluorescences 
9.1 Immunofluorescences sur cellules épithéliales intestinales 
La veille de l'expérience d'immunofluorescence, les lamelles pour culture cellulaire 
(VWR, Mississauga, Canada) ont été plongées dans de l'éthanol 100 % et 
passées à la flamme pour être stérilisées. Par la suite, elles ont été déposées dans 
le fond des puits d'une plaque 6 puits pour culture cellulaire (Falcon, Durham, 
États-Unis). Ces manipulations ont été effectuées sous une enceinte biologique 
afin de minimiser les risques de contamination. Les cellules d'intérêt ont été lavées 
une fois à la trypsine (Gibco BLR, Burlington, Canada) et par la suite, trypsinées 
quelques minutes à 37 °C et ensemencées sur les lamelles selon des ratios 
permettant d'obtenir la confluence souhaitée le lendemain. 
Le jour de l'immunofluorescence, le milieu de culture des cellules a été aspiré et 
les cellules ont été lavées 3 fois au PBS 1X à la température de la pièce. Les 
cellules ont par la suite été fixées dans le paraformaldéhyde (PFA) 3 % pendant 20 
minutes à la température de la pièce. Suite à la fixation, les cellules ont été lavées 
2 fois dans le PBS 1X et ont été perméabilisées dans une solution 0,2 % de triton 
X-100 dans du PBS 1X. Les cellules ont ensuite été bloquées dans une solution 
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contenant 2 % de BSA, 0,2 % triton X-100 dans du PBS 1X pour 30 minutes à la 
température de la pièce. L'anticorps primaire (PEDF; Genway) a été dilué 1 : 125 
dans la solution de blocage et 50 \iL de cette solution ont été déposés sur chaque 
lame. L'anticorps primaire a été incubé pour 90 minutes à la température de la 
pièce dans une chambre humide et les lamelles ont été lavées deux fois dans le 
PBS 1X à la température de la pièce. L'anticorps secondaire (FITC-Anti rabbit IgG; 
Vector Labs, Burlington, Canada) a été dilué 1 : 200 dans la solution de blocage et 
50 \iL de cette solution ont été déposés sur chacune des lamelles. L'anticorps 
secondaire a été incubé pendant 30 minutes à la température de la pièce dans une 
chambre humide à l'obscurité. Les lamelles ont été lavées 3 fois dans le PBS 1X et 
les lames ont été montées avec une goutte de DAPI/vectashield (Vector Labs, 
Burlington, Canada). Les lames ont été séchées et observées au microscope. Les 
lames ont été photographiées à l'aide du microscope Leica DM LB2 et de la 
caméra Leica DFC 300FX. 
9.2 Immunofluorescences sur tissus intestinaux 
Les échantillons de tissus provenant de fœtus humain ont été obtenus à la suite 
d'interruptions légales de grossesses réalisées au Centre Hospitalier Universitaire 
de Sherbrooke. Cette interruption a été effectuée en conformité avec les 
protocoles établis et approuvés par le comité d'éthique de l'Université de 
Sherbrooke. Lors de leur récolte, les tissus foetaux ont été lavés dans le PBS 1X et 
fixés dans le PFA 4 % pour toute la nuit. Le lendemain, le PFA 4 % a été remplacé 
par de l'éthanol 70 %. Les tissus ont été circulés, paraffinés et coupés par la 
plateforme de phénotypage RRTQ/Équipe IRSC sur l'épithélium digestif de 
l'Université de Sherbrooke. 
Brièvement, les lames chargées avec des coupes de 4 jiM ont été déparaffinées 
dans un four à 60 °C pendant 15 minutes suivit de deux lavages de 5 minutes dans 
le xylène. Par la suite, les tissus ont été réhydratés par des trempages successifs 
de deux fois 2 minutes dans des bains d'éthanol 100 %, 95%, 80%, 70% et 
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finalement dans de l'eau pour une minute. Le recouvrement des antigènes a été 
effectué en plongeant les lames dans du tampon d'acide citrique 10 mM, pH 6,0 et 
en les chauffant au micro-onde pendant 10 minutes. Les lames ont été refroidies et 
lavées dans de l'eau pour 10 minutes et dans du PBS 1X pour 5 minutes. Les 
lames ont été bloquées à l'aide du tampon PBT (PBS 1X, BSA 2 %, Triton X-100 
0.2 %) pour 30 minutes à la température de la pièce. L'anticorps primaire (PEDF; 
Genway) a été dilué 1 :125 dans le tampon PBT et a été incubé pour 90 minutes à 
la température de la pièce dans une chambre humide. Les lames ont été lavées 
deux fois dans le PBS 1X à la température de la pièce pour 5 minutes. L'anticorps 
secondaire (FITC-Anti-rabbit IgG; Vector Labs, Burlington, Canada) a été dilué 1 : 
200 dans le tampon PBT et a été incubé pendant 30 minutes à la température de 
la pièce dans une chambre humide à l'obscurité. Les lames ont été lavées 3 fois 
10 minutes dans le PBS 1X et les lames ont été montées avec une goutte de 
DAPI/vectashield (Vector Labs, Burlington, Canada). Les lames ont été séchées et 
observées au microscope. Les lames ont été photographiées à l'aide du 
microscope Leica DM LB2 et de la caméra Leica DFC 300FX. 
10. Production et infections lentivirales 
Les particules lentivirales ont été produites avec les vecteurs commerciaux PLP1, 
PLP2 et PLPvsvg. (Invitrogen, Burlington, Canada) selon les recommandations du 
détaillant. Les ADNs lentiviraux ont été transfectés (6 jag de chaque ADN) en 
utilisant le Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Canada) dans les cellules 
293T ensemencées la veille pour atteindre une confluence de 90 % le jour de la 
transfection. La transfection a été effectuée dans du milieu de culture Opti-MEM 
(Gibco BRL, Burlington, Canada) pendant une période de 4 heures à 37 °C. À la 
fin de la transfection, le milieu de transfection a été retiré et remplacé par du milieu 
de culture frais. Les cellules ont été incubées à 37 °C pendant 48 heures afin de 
permettre la production de particules virales. Le milieu de culture a été filtré sur 
filtre de 0,45 jiM, aliquoté (700 ^iL) et congelé à -80 °C jusqu'à l'utilisation. 
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Les cellules à infecter ont été passées dans des plaques de 6 puits la veille de 
l'infection de manière à viser une confluence de 50-70 % le jour de l'infection. Les 
virus ont été dégelés dans un bain à 37 °C et 0,7 nL (4 |jg/|Jl) de Hexadimethrine 
bromide (Polybrène) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été ajouté à ceux-ci. Le 
milieu de culture des cellules a été aspiré et le milieu contenant les virus (700 (aL) a 
été ajouté aux cellules et laissé incubé une heure à 37 °C. À la fin de l'incubation, 
I,3 mL du milieu de culture spécifique à chaque lignée cellulaire et contenant 13 
y.L de Hexadimethrine bromide (Polybrène) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a 
été ajouté à chacun des puits. Les cellules ont été infectées pendant 48 heures à 
37 °C avant d'entamer un processus de sélection à l'aide d'un antibiotique 
spécifique à chaque vecteur. Les cellules infectées avec la construction 
plentiAdapteur-PEDF humain ont été sélectionnées sur une période de 7 jours 
avec la blasticidine (Invitrogen, Burlington, Canada) à une concentration finale de 5 
|jg/mL. Les cellules infectées avec les vecteurs contenant des ARN interférants 
dirigés contre PEDF humain (Sigma Aldrich; Oakville, Canada) ont été 
sélectionnées sur une période de 7 jours à la puromycine (Sigma Aldrich; Oakville, 
Canada) à une concentration finale de 2,5 pg/mL. Pour chaque expérience, une 
nouvelle population de cellules a été infectée puis sélectionnée. Un contrôle 
d'infection utilisant un virus contenant un vecteur plentiGFP a également été utilisé 
dans chacune des infections. 
II. Agars mous 
Les agars mous ont été effectués dans du milieu DMEM 2X sans rouge de phénol 
supplémenté avec du sodium bicarbonate (NaHCOs) à une concentration finale de 
3700 mg/L, 20 % FBS, 4 mM de glutamine, 0,02 mM d'HEPES et 200 ng/ml de 
pénicilline/streptomycine. L'agarose de type VII (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 
a été préparée dans de l'eau à une concentration de 2X, soit 1,4 % et autoclavée. 
L'agarose 1,4 % a été diluée avec le milieu DMEM 2X dans un ratio 1:1 afin 
d'obtenir de l'agarose 0,7 % dans du milieu DMEM 1X. Afin de former une couche 
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de fond, 1 mL d'agarose 0,7 % a été déposé dans chacun des puits d'une plaque 6 
puits et laissé à la température de la pièce pour 15 minutes pour permettre à 
l'agarose de se solidifier. Pendant ce temps, les cellules ont été comptées grâce à 
un compteur de cellules, soit l'appareil Countess cell (Invitrogen, Burlington, 
Canada) selon les recommandations du détaillant. Pour chaque condition, 35 000 
cellules ont été ensemencées dans 7 ml d'agarose 0,7 %/DMEM 1X, et 2 ml ont 
été déposés dans 3 puits d'une plaque 6 puits afin d'obtenir 3 réplicas pour 
chacune des conditions expérimentales. Du milieu DMEM 1X (milieu complet 2X 
dilué dans de l'eau stérile) a été ajouté aux puits quelques heures après 
l'ensemencement puis à tous les deux jours, à raison de 1 mL chaque fois. Les 
cellules ont été incubées de une à trois semaines à 37 °C dépendamment du type 
cellulaire. Une fois les colonies bien visibles, elles ont été colorées au MTT 1X 
(Calbiochem, Darmstadt, Allemagne) dilué dans du milieu DMEM 1X pour 3 heures 
à 37 °C. Les agars mous ont été photographiés à l'aide de l'alphalmager (Cell 
Biosciences, Santa Clara, États-Unis) et les photos ont été analysées grâce au 
logiciel ImageJ (NIH). Les essais ont été répétés au moins 3 fois avec chaque 
lignée cellulaire. 
12. Courbes de croissance cellulaire 
Les décomptes de prolifération cellulaire ont été effectués dans des plaques de 6 
puits. Les cellules vivantes ont été comptées à l'aide d'un compteur de cellules. De 
50 000 à 100 000 cellules ont été ensemencées dans trois puits pour chacun des 
temps d'intérêts. Les courbes de croissance cellulaire ont été effectuées en faisant 
le décompte des cellules vivantes sur une période de 7 à 9 jours afin de permettre 
à ces dernières d'atteindre un plateau de croissance. Lors des décomptes 
cellulaires, les cellules ont été trypsinées dans un volume minimal de trypsine 
(Gibco BRL, Burlington, Canada) et comptées directement dans la trypsine avec 
l'appareil Countess cell (Invitrogen). Du bleu trypan a été ajouté avant le décompte 
pour évaluer la viabilité cellulaire et ainsi ne compter que les cellules vivantes. 
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13. Essais in vivo 
13.1 Essais tumorigéniques 
Les souris femelles CD1 nu/nu âgées de 4-5 semaines ont été achetée (Charles 
River, Wilmington, Massachusset). Brièvement, les cellules HT29 infectées de 
manière stable avec la construction plentiAdapteur-PEDF ou plentiAdapteur-VIDE 
ont été trypsinisées, puis resuspendues dans du milieu DMEM sans sérum. Les 
cellules ont par la suite été comptées à l'aide du compteur de cellule. Le volume 
correspondant à 1 X 106 a été calculé et les cellules ont été centrifugées à 1000 X 
g pendant 5 minutes. Les cellules ont finalement été resuspendues dans 100 uL 
de milieu DMEM et injectées de façon sous-cutanée au niveau des épaules et des 
flancs dorsaux des souris préalablement anesthésiées. Les injections ont été 
réalisées après 4 à 5 jours suivant l'arrivée de ces dernières. Les cellules contrôles 
ont été injectées du côté gauche tandis que les cellules infectées avec la 
construction plentiAdapteur-PEDF ont été injectées du côté droit. La taille des 
tumeurs (longueur X largeur) a été mesurée 2-3 fois par semaines à l'aide d'un 
pied à coulisse. Le volume des tumeurs a été calculé en utilisant la formule (a) X 
(b)2 X 0.52, où b représente la plus petite mesure. Les souris ont été sacrifiées 
avant que les tumeurs n'atteignent 1 cm3. Toutes les manipulations effectuées sur 
ces animaux ont été réalisées en accord avec le comité d'éthique pour les soins et 
l'utilisation des animaux de l'Université de Sherbrooke. 
13.2 Essais d'angiogenèse 
Pour les essais d'angiogenèse, les cellules ont été préparées de la même façon 
que pour les essais tumorigénique à l'exception qu'elles ont été resuspendues 
dans 250 JAL de matrigel contenant des facteurs de croissance (Becton Dickinson 
Labware, Bedford, Massachusset). Les souris ont été sacrifiées au bout de 10 
jours. Les masses de matrigel récoltées ont été photographiées, puis mises dans 
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une solution PBS 1X, 0.1% Brij35 (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 
homogénéisées à l'aide d'un polytron. L'hémoglobine a été dosée à l'aide du 
réactif Drabkin et d'une courbe standard effectuée à partir d'hémoglobine bovine 
(Sigma Aldrich, Oakville, Canada). Toutes les manipulations effectuées sur ces 
animaux ont été réalisées en accord avec le comité d'éthique pour les soins et 
l'utilisation des animaux de l'Université de Sherbrooke. 
14. Analyses statistiques 
Les données ont été compilées et exprimées en fonction de la moyenne ± l'erreur 
standard. Les groupes de données ont été comparés par un test Student T ou un 
test ANOVA 2 voies en utilisant le logiciel GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, 
San Diego, États-Unis). 
RÉSULTATS 
1. Régulation transcriptionnelle du promoteur du gène PEDF 
1.1 Liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque au niveau du promoteur de 
PEDF 
Nous avons précédemment démontré que le transcrit du gène PEDF est augmenté 
de 7 fois dans les cellules épithéliales intestinales en culture en absence du 
corépresseur nucléaire NCOR1 suggérant une relation transcriptionnelle entre les 
deux facteurs (DOYON, et al., 2009). Afin d'identifier les facteurs pouvant être 
impliqués dans la régulation transcriptionnelle du promoteur de PEDF, une analyse 
bio-informatique du promoteur a été effectuée. Cette analyse a été réalisée à l'aide 
du programme bio-informatique Matlnspector (Genomatix, Munich, Allemagne) 
(http://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_help.html). 
Cette analyse à permis de cibler plusieurs séquences de liaison spécifiques à des 
facteurs de transcription présentent au niveau du promoteur du gène PEDF. Ces 
séquences ont par la suite été testées pour leur potentiel de liaison par gel de 
rétention (Electrophoretic mobility shift assay ; EMSA). Nous avons identifié 8 
éléments de réponse pour les hétérodimères de récepteurs à l'acide rétinoïque de 
type RXRa (Figure 7). Lors de l'analyse bio-informatique, 2 sites de liaison 
spécifiques à l'hétérodimère RXRoc/RARa ont été identifiés soit, les sites 2 et 6. 
Nous avons testé le potentiel de liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque sur les 
8 sites identifiés dans le promoteur de PEDF par gels de rétention (Figure 8). Les 
cellules 293T ont été transfectées avec un vecteur de surexpression du récepteur 
RXRa ou avec les vecteurs de surexpression des récepteurs RXRa et RARa de 
façon simultannée. Des extraits nucléaires ont été récoltés et incubés en présence 
de sondes d'ADN double brins radiomarquées avec de l'ATP y-32P et 
correspondant aux 8 sites potentiels. Cette expérience a permis d'identifier deux 
complexes de liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque pour la plupart des sites. Il 
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Promoteur humain du gène PEDF 
RAR/RXR RAR/RXR 
-902/-878 -777/753 -472/-44Ô -222/-198 
-850/-834 -511/-487 -330/-306 -68M6 
Figure 7 : Représentation schématique du promoteur du gène PEDF. Le 
promoteur de PEDF d'une longueur de 995 paires de bases et a été cloné dans le 
vecteur luciférase rapporteur pGL3basic. Une analyse bioinformatique de ce 
promoteur a montré la présence de plusieurs sites de liaison pour les facteurs de 
transcription de type récepteurs à l'acide rétinoïque. Les sites de liaison potentiels 
aux hétérodimères de récepteurs à l'acide rétinoïque de type RXRa sur le 
promoteur de PEDF sont ici représentés et leur position est indiquée par rapport 
au site d'initiation de la transcription (+1). Les sites 2 et 6 correspondent aux deux 
sites ayant la capacité de lier un hétérodimère RARa/RXRa. 
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Figure 8 : Gels de rétention démontrant la liaison spécifique des récepteurs à 
l'acide rétinoïque sur des éléments du promoteur de PEDF. Des 
oligonucléotides correspondant à huit éléments de réponse pour les récepteurs à 
l'acide rétinoïque présent sur le promoteur de PEDF et des extraits nucléaires de 
cellules 293T surexprimant le récepteur RXRa ou les récepteurs RXRa et RARa 
simultanément ont été utilisés pour tester la capacité de liaison de ces récepteurs 
au niveau du promoteur de PEDF. Des anticorps spécifiques pour RXRa et RARa 
ont été utilisés afin de valider la spécificité des complexes de liaison observés. 
Lorsque les anticorps sont ajoutés, il est possible d'observer un important retard de 
migration des complexes de liaison. Le complexe de migration 2 est spécifique et 
correspond à la liaison des récepteurs sur le promoteur de PEDF. Les sites 2 et 6 
sont les sites pouvant lier l'hétérodimère RARa/RXRa. Cette expérience est 
représentative de trois expériences indépendantes. 
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a aussi été observé que l'intensité du complexe de liaison 2 est plus élevée pour 
les sites 2 et 6 et ce, lorsque les deux types de récepteurs sont présents dans les 
échantillons protéiques nucléaires (complexe 2, puit # 3). L'utilisation d'anticorps 
spécifiques dirigés contre les récepteurs RXRa et RARa a permis d'observer la 
formation d'un complexe de « super rétention (SS) » permettant de confirmer la 
liaison de l'hétérodimère RXRa/RARa (complexe 2) au niveau des sites 2 et 6 sur 
le promoteur du gène PEDF (complexe 2, puits # 4 et 5). En effet, l'intensité du 
complexe 2 (puits # 3) pour les sites 2 et 6 diminue (puits # 4 et 5) lors de l'ajout de 
ces anticorps. Il est à noter que pour le site 6, les puits # 4 et 5 semblent être un 
peu plus foncés ce qui pourrait être dû à une plus grande quantité de sonde 
déposée sur le gel initialement. Cependant, puisqu'il est possible d'observer la 
diminution de l'intensité du complexe 2 dans les puits # 4 et 5 et ce, par rapport au 
puits #3, la spécificité du complexe de « super rétention (SS) » est confirmée pour 
le site 6. Finalement étant donné que l'intensité du complexe de liaison 1 n'est pas 
modifiée par l'ajout des anticorps spécifiques aux récepteurs, il est possible que le 
complexe 1 ne soit pas spécifique aux récepteurs à l'acide rétinoïque, mais à 
d'autres protéines présentes dans les extraits nucléaires utilisés. 
1.2 Implication des récepteurs à l'acide rétinoïque dans la répression du 
promoteur de PEDF médié par NCOR1 
Des essais transcriptionnels in vitro dans les cellules 293T ont permis de mesurer 
le potentiel d'activation des récepteurs à l'acide rétinoïque de même que le 
potentiel répressif du corépresseur NCOR1 au niveau du promoteur du gène 
PEDF. Le promoteur de 995 paires de bases du gène PEDF contenant plusieurs 
éléments de réponse spécifiques aux récepteurs à l'acide rétinoïque a été cloné 
dans le vecteur rapporteur luciférase pGL3basic (Figure 9). L'utilisation de cette 
construction, de même que l'utilisation d'un vecteur de surexpression de NCOR1 
et de vecteurs de surexpression commerciaux pour les récepteurs à l'acide 
rétinoïque RARa et RXRa dans les celllules 293T en culture a permis de montrer 



















Figure 9 : Régulation transcriptionnelle du promoteur de PEDF. Des essais 
luciférase réalisés à l'aide du vecteur rapporteur luciférase contenant le promoteur 
de PEDF ont été effectués dans des cellules 293T transfectées avec les vecteurs 
de surexpression RARa, RXRa ou encore avec les deux vecteurs simultanément. 
Les récepteurs à l'acide rétinoïque activent transcriptionnellement le promoteur du 
gène PEDF. Lorsque les vecteurs RARa et RXRa sont transfectés ensembles, ils 
activent le promoteur de PEDF de façon additive. L'utilisation d'un vecteur de 
surexpression du corépresseur NCOR1 a permis d'observer la répression 
transcriptionnelle du promoteur de PEDF en présence des récepteurs à l'acide 
rétinoïque. Cette expérience rapporte les résultats obtenus pour 5 réplicats par 
condition et a été effectuée de façon indépendante trois fois. Le graphique 
représente les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont été utilisés pour 
mesurer la significativité des résultats (*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 
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promoteur du gène PEDF. Des essais luciférases ont permis de démontrer que la 
surexpression du récepteur RARa ou RXRa augmente l'activité transcriptionnelle 
du promoteur du gène PEDF. Lorsque les récepteurs RARa et RXRa ont été 
surexprimés en combinaison dans le but de former des hétérodimères 
RARa/RXRa, il a été possible d'observer une augmentation de près de 6 fois de 
l'activité du promoteur de PEDF comparativement à l'activité minimale de 
cedernier (Figure 9). L'ajout du vecteur de surexpression de NCOR1 humain a 
permis de démontrer que le corépresseur a la capacité de réprimer le promoteur 
du gène PEDF et ce, dans un contexte dépendant de la présence des récepteurs à 
l'acide rétinoïque. Les résultats ont été normalisés à l'aide du vecteur Rénilla. 
Cette expérience a été effectuée 3 fois avec 5 réplicats pour chacune des 
conditions. 
2. Localisation de PEDF dans l'intestin humain 
Afin de déterminer la localisation cellulaire de PEDF dans l'intestin humain, des 
immunofluorescences ont été effectuées sur des coupes intestinales de jéjunum et 
d'iléon provenant d'un fœtus humain âgé de 20 semaines avec un anticorps 
spécifique dirigé contre la protéine PEDF. Ces expériences ont permis de 
déterminer que PEDF est présent au niveau du jéjunum et de l'iléon selon des 
patrons similaires (Figure 10). Il a également été possible d'observer que le 
marquage semblait être plus marqué à la surface apicale des cellules épithéliales 
intestinales de même que dans certaines cellules situées à la base de l'épithélium. 
La co-localisation avec le DAPI qui marque le noyau des cellules a également 
permis d'observer un marquage nucléaire de plus faible intensité. Un marquage 
plus intense a aussi été observé à la base des villosités et dans les cryptes 
intestinales. Des essais d'hybridation in situ sont présentement en cours afin de 




Figure 10 : Localisation de la protéine PEDF dans l'intestin grêle humain. La 
localisation cellulaire de la protéine PEDF humaine a été visualisée grâce à une 
expérience d'immunofluorescence réalisée sur des coupes de jéjunum (A) et 
d'iléon (B) provenant d'un fœtus humain âgé de 20 semaines. Le marquage vert 
(FITC) correspond aux cellules exprimant PEDF tandis que le marquage bleu 
(DAPI) montre les noyaux des cellules intestinales. Les cellules épithéliales 
intestinales expriment PEDF et le marquage semble être situé dans une région 
apicale des cellules. Dans le jéjunum fœtal, un marquage plus fort est observé le 
long de la villosité dans un type cellulaire jusqu'à maintenant non identifié. 
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3. Expression de PEDF l'intestin humain et dans les cellules cancéreuses 
colorectales en culture 
3.1 Expression protéique de PEDF 
L'expression protéique de PEDF dans les lignées cancéreuses colorectales 
humaines a été évaluée à l'aide d'immunofluorescences réalisées sur des cellules 
en culture. Les lignées cellulaires DLD1, HCT116, HT29, Caco 2/15 et SW480 ont 
montré des niveaux différents d'expression de PEDF. Lors de ces expériences, un 
marquage cytoplasmique diffus a été observé pour toutes les lignées cellulaires 
utilisées (Figure 11 A). Des expériences de co-localisation avec des marqueurs 
cytoplasmiques seront nécessaires afin de confirmer la localisation de PEDF dans 
les lignées cellulaires en culture. Plusieurs immunobuvardages ont également été 
réalisés pour ces mêmes lignées cellulaires. Cependant, il a été difficile d'observer 
un signal spécifique lors de ces expériences (résultats non montrés). 
3.2 Expression du transcrit du gène PEDF 
Suite à l'extraction des ARNs totaux de plusieurs lignées cellulaires intestinales, 
l'expression génique de PEDF a été mesurée par PCR quantitatif. Il a été possible 
d'observer que les diverses lignées cellulaires utilisées pour cette expérience ne 
possédaient pas les mêmes niveaux d'expression du transcrit de PEDF (Figure 
11B). Les modèles Caco 2/15 et SW480 expriment plus fortement le transcrit de 
PEDF comparativement aux modèles DLD1, HCT116 et HT29. De plus, cette 
expérience a montré que l'expression du transcrit de PEDF est augmentée à 5 
jours post confluence de 2.8 fois chez les HCT116 (p<0.0001) et de 3.2 fois chez 
les HT29 (p<0.002). Les résultats de cette expérience ont été rapportés en 
fonction du transcrit du gène de référence humain RPLPO, gène connu pour être 
exprimé de façon stable entre les diverses lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales humaines et qui ne varie pas en fonction de la confluence des cellules 









Figure 11 : Expression de PEDF au niveau de lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales humaines. (A) Immunofluorescences réalisées sur les lignées 
cellulaires Caco2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 à l'aide d'un anticorps 
spécifique dirigé contre la forme humaine de la protéine PEDF. Le marquage vert 
(FITC) correspond au marquage obtenu avec l'anticorps PEDF, tandis que le 
marquage bleu (DAPI) correspond aux noyaux des cellules. (B) Mesure de 
l'expression relative de l'ARN messager du gène PEDF humain dans les lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales humaine (Caco2/15, SW480, DLD1, HCT116 
et HT29) en fonction de la confluence cellulaire. SC : sous-confluence, PC : 5 jours 
post-confluence. L'expression de PEDF a été mesurée en duplicata dans trois 
échantillons indépendants et comparée à celle du gène RPLPO à titre de gène de 
référence. Le graphique représente les moyennes ± les SEM. Des tests T de 
Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (ns; non 
significatif, *; p<0.05, **; pcO.OI, ***; p<0.001). 
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4. Expression génique des régulateurs transcriptionnels de PEDF (NCOR1, 
RARa, RXRa) 
Suite aux essais luciférases effectués, les niveaux d'expression génique des 
régulateurs transcriptionnels de PEDF identifiés précédemment ont été mesurés 
par PCR quantitatif dans 5 lignées cancéreuses colorectales humaines. 
Des extraits d'ARN totaux de cellules cancéreuses colorectales humaines Caco 
2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 récoltés à sous confluence et à 5 jours post 
confluence ont été utilisés. L'ARN des cellules Caco 2/15 a été récolté à 15 jours 
post confluence, puisque ce modèle a la propriété d'entamer un processus de 
différenciation à l'atteinte de la confluence et que la population cellulaire n'est 
homogène qu'aux alentours du 30e jour suivant l'atteinte de la confluence (VACHON 
et BEAULIEU, 1992). L'expression du transcrit du gène corépresseur nucléaire 
NCOR1 a été mesurée par PCR quantitatif (Figure 12A). Ces résultats ont montré 
que le niveau d'expression du transcrit du gène NCOR1 varie d'une lignée à une 
autre et que dans certains cas, l'expression varie en fonction de la confluence 
cellulaire (Caco 2/15, DLD1 et HCT116). Par la suite, l'expression des transcrits 
pour les gènes des récepteurs à l'acide rétinoïque RARA (Figure 12B) et de 
RXRA (Figure 12C) a été mesurée à l'aide des mêmes extraits d'ARN. Ces 
résultats ont montré que l'expression des transcrits de ces récepteurs varie d'une 
lignée cellulaire à une autre, mais que l'expression ne varie pas en fonction de la 
confluence et ce, à l'exception du modèle SW480. Les résultats de cette 
expérience ont été ici aussi rapportés en fonction du transcrit du gène de référence 
humain RPLPO. 
5. Expression génique des récepteurs de PEDF 
Deux récepteurs de PEDF sont répertoriés dans la littérature, soient le PEDF-R 
(ALBERDl, et al., 2003) et le récepteur à laminine de 67 kDa (BERNARD, et al., 2009). 
Afin d'amorcer l'exploration des fonctions biologiques potentielles de PEDF dans 
n CD 
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Figure 12 : Niveaux d'expression des ARNm des régulateurs de PEDF au 
niveau de lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines. (A) Mesure 
de l'expression relative des ARNm du corépresseur NCOR1 dans les lignées 
cancéreuses colorectales Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 en fonction 
de la confluence des cellules. (B) Mesure de l'expression relative des ARNm du 
récepteur à l'acide rétinoïque RARa dans les lignées cancéreuses colorectales 
Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 en fonction de la confluence des 
cellules. (C) Mesure de l'expression relative des ARNm du récepteur RXRa dans 
les lignées cancéreuses colorectales Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 
en fonction de la confluence des cellules. Il est noter que SC correspond à sous-
confluence et PC à 5 jours post-confluence sauf pour la lignée Caco 2/15 qui a été 
effectuée à 15 jours post-confluence. L'expression des transcrits de tous ces 
gènes a été mesurée en duplicata dans 3 échantillons indépendants et comparée 
à celle du transcrit du gène RPLPO à titre de gène de référence. Les graphiques 
représentent les moyennes ± les SEM. Un test T de Student a été utilisé pour 
mesurer la significativité des résultats (ns; non significatif, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; 
p<0.001). 
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les cellules cancéreuses colorectales humaines, le niveau d'expression des 
transcrits de gène des récepteurs de PEDF a été mesuré par PCR quantitatif. Les 
extraits d'ARN totaux de cellules Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 ont 
été récoltés à sous confluence et à 5 jours post confluence à l'exception du modèle 
Caco 2/15 pour qui des extraits ont été récoltés à 15 jours post confluence. Cette 
expérience a démontré que le niveau d'expression du transcrit du gène PEDF-R 
est différent d'une lignée cellulaire à une autre et que celui-ci est influencé en 
fonction de la confluence chez les 5 lignées analysées (Figure 13A). En effet, le 
niveau d'expression du transcrit du gène PEDF-R diminue de façon significative 
dans les lignées Caco 2/15, SW480 et HCT116 alors qu'il est augmenté dans les 
lignées DLD-1 et HT-29 après la confluence. De plus, lorsque le niveau 
d'expression du transcrit du gène du récepteur à laminine de 67kDa a été mesuré, 
il a également été possible de constater des variations entre les lignées cellulaires 
(Figure 13B). Cependant, la confluence des cellules ne semble pas moduler le 
niveau d'expression du transcrit du gène de ce récepteur à l'exception des lignées 
SW480 et HCT116 où, il est possible d'observer une diminution du niveau 
d'expression à 5 jours post confluence. 
6. Validation du vecteur de surexpression plentiAdapteur-PEDF 
Les cellules 293T ont été transfectées avec le vecteur plentiAdapteur-VIDE ou le 
vecteur plentiAdapteur-PEDF. Une immunofluorescence a été réalisée 48 heures 
après la transfection à l'aide d'un anticorps spécifique dirigé contre la protéine 
PEDF (Figure 14A). Cette expérience a permis de démontrer que la construction 
plentiAdapteur-PEDF permet d'exprimer la protéine PEDF comparativement au 
vecteur plentiAdapteur-VIDE tel que révélé par l'utilisation de l'anticorps PEDF. 
Puisque les cellules DLD1, HCT116 et HT29 expriment de faibles niveaux du 
messager de PEDF, elles ont été utilisées afin d'étudier les rôles biologiques de 
PEDF dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. Les cellules ont été 
infectées avec un lentivirus et sélectionnées à la blasticidine pour une période de 7 
jours afin de permettre l'intégration des constructions plentiAdapteur-VIDE ou 
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Figure 13 : Niveaux d'expression des récepteurs connus de PEDF dans les 
lignées cancéreuses colorectales humaines. (A) L'expression du transcrit du 
gène du récepteur PEDF-R a été mesurée par PCR quantitatif dans les lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales humaines Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 
et HT29. L'expression a été mesurée à sous confluence et à 15 jours post 
confluence pour le modèle Caco 2/15 et 5 jours posl confluence pour les 4 autres 
lignées. (B) L'expression du transcrit du gène du récepteur à laminine de 67 kDa a 
été mesurée tel que décrit en (A). L'expression des transcrits de ces gènes a été 
mesurée en duplicata dans 3 échantillons indépendants et comparée à celle du 
transcrit du gène RPLPO à titre de gène de référence. Les graphiques représentent 
les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la 
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Figure 14 : Validation du vecteur de surexpression plentiAdapteur-PEDF. (A) 
Les cellules 293T ont été transfectées avec 4^g d'ADN du vecteur de 
surexpression plentiAdapteur-PEDF ou le vecteur plentiAdapteur-VIDE. Une 
immunofluorescence avec un anticorps spécifique dirigé contre la protéine PEDF a 
été effectuée 48 heures plus tard afin de valider la fonctionnalité du vecteur de 
surexpression plentiAdapteur-PEDF. Le marquage vert (FITC) correspond au 
marquage obtenu avec l'anticorps PEDF, tandis que le marquage bleu (DAPI) 
correspond aux noyaux des cellules. (B) Les cellules DLD1, HCT116 et HT29 ont 
été infectées avec des lentivirus plentiAdapteur-VIDE et des lentivirus 
plentiAdapteur-PEDF pendant 48 heures. Les cellules ont été sélectionnées à la 
blasticidine pendant 7 jours, puis privées en sérum pour une période de 48 heures. 
Le milieu de culture des cellules a été récolté et concentré, les protéines totales 
ont été extraites et un immunobuvardage a été réalisé. Un anticorps spécifique 
dirigé contre la protéine PEDF a été utilisé afin de valider la fonctionnalité du 
vecteur de surexpression plentiAdapteur-PEDF. 
72 
plentiAdapteur-PEDF de manière stable dans le génome des cellules. À la fin de la 
sélection, les cellules ont été privées en sérum afin d'éliminer toutes traces de la 
protéine PEDF présente dans le milieu de culture supplémenté en sérum. Le milieu 
de culture des cellules a été récolté 48 heures plus tard et un immunobuvardage a 
été réalisé pour vérifier la présence de PEDF sécrétée dans le milieu conditionné 
provenant de la culture des cellules ayant intégré le vecteur plentiAdapteur-PEDF 
(Figure 14B). Les protéines de ces cellules ont également été récoltées et un 
immunobuvardage a été effectué afin de détecter la présence du PEDF 
intracellulaire (Figure 14C). 
7. Effet de la surexpression de PEDF sur la prolifération des cellules 
cancéreuses coiorectales 
Nous avions démontré que lorsque surexprimé, PEDF réduit la prolifération des 
cellules épithéliales intestinales de rat IEC6 (DOYON, et al., 2009). Comme montré 
précédemment à la section 3.2, les cellules DLD1 et HT29 expriment de très 
faibles niveaux de PEDF. Ces modèles cellulaires ont été utilisés pour étudier 
l'effet de la surexpression de PEDF sur la prolifération des cellules cancéreuses 
coiorectales. Les cellules DLD1 et HT29 infectées avec des lentivirus contenant les 
vecteurs plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été comptées et un 
total de 50 000 cellules a été réparti dans 3 puits d'une plaque de culture 
contenant 6 puits de 60 mm et ce, pour chaque condition et pour chacun des 
temps de la courbe. Le décompte des cellules vivantes à différent temps a permis 
de montrer que la surexpression de PEDF dans le modèle cellulaire DLD1 (Figure 
15A) permet de diminuer la prolifération de ces cellules et ce, de manière 
significative à 4 et 6 jours de culture par rapport aux cellules ayant intégrées le 
vecteur contrôle plentiAdapteur-VIDE. Par contre, la même expérience réalisée 
avec le modèle cellulaire HT29 n'a pas permis d'observer une différence 
significative dans la prolifération des cellules surexprimant PEDF comparativement 




















Figure 15 : Effet de la surexpression de PEDF sur la prolifération des cellules 
DLD1 et HT29. (A) Les cellules DLD1 plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-
PEDF ont été comptées et un total de 50 000 cellules a été ensemencé dans 3 
puits de 60 mm par condition. Les cellules DLD1 vivantes ont été comptées aux 
jours 1,2, 5 et 7. (B) Les cellules HT29 plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-
PEDF ont été comptées et un total de 50 000 cellules a été ensemencé dans 3 
puits de 60 mm par condition et les cellules vivantes ont été comptées aux jours 1, 
2, 5 et 7. Les graphiques représentent les moyennes ± les SEM. Des tests ANOVA 
2 voies ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (ns; non 
significatif, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 
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8. Effet de la surexpression de PEDF sur la capacité de croissance en 
absence d'ancrage des cellules cancéreuses colorectales humaines. 
Les modèles cellulaires DLD1, HCT116 et HT29 ont été utilisés pour étudier l'effet 
de la surexpression de PEDF sur la capacité de croissance en absence d'ancrage 
des cellules cancéreuses colorectales humaines (Figure 16). Pour ce faire, les 
cellules DLD1, HCT 116 et HT29 ont été infectées avec des lentivirus contenant les 
vecteurs plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF puis la présence de la 
protéine PEDF a été validée par immunobuvardage dans les extraits protéiques 
totaux et le milieu de culture des cellules infectées avec la construction 
plentiAdapteur-PEDF tel que décrit à la section 6. Ce contrôle d'expression a été 
effectué pour les trois lignées pendant chacune des expériences de croissance en 
absence d'ancrage. Les cellules ont été comptées et un total de 10 000 cellules a 
été ensemencé dans de l'agarose type VII à 0.7%, DMEM 1X. Les colonies 
formées ont été colorées après 7 jours à l'aide du colorant métabolique MTT. Les 
colonies ont été comptées et leur taille moyenne a été évaluée par le programme 
ImageJ. Il a été possible d'observer une diminution significative du nombre et de la 
taille des colonies formées pour la lignée cellulaire DLD1 infectée avec le lentivirus 
plentiAdapteur-PEDF (Figure 16A et B). Des résultats similaires ont été obtenus 
avec la lignée HT29 (Figure 16C et D). Finalement, aucun changement du nombre 
ou de la taille des colonies n'a pu être observé pour la lignée HCT116 (Figure 16 
E et F). 
9. Effet de la surexpression de PEDF sur la croissance tumorale et sur 
l'angiogenèse in vivo. 
Les cellules HT29 plentiApdateur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été utilisées 
dans le but de vérifier si la surexpression de la protéine PEDF pouvait affecter la 
croissance tumorale et l'angiogenèse de cette lignée cellulaire cancéreuse 
colorectale in vivo. L'expression de la protéine PEDF a été validée par 
immunobuvardage sur les extraits protéiques totaux et le milieu de culture des 
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Figure 16 : Effets de la surexpression de PEDF sur la capacité de croissance 
en absence d'ancrage des cellules cancéreuses colorectales humaines. Les 
cellules cancéreuses colorectales humaines DLD1, HT29 et HCT116 
plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été utilisées dans des essais de 
croissance en absence d'ancrage. Un total de 10 000 cellules a été ensemencé 
dans l'agarose VII 0.7%, DMEM 1X. Les colonies ont été colorées après 7 jours à 
l'aide de MTT 1X. Le nombre de colonies ainsi que la taille de celles-ci, ont été 
comptés avec le programme ImageJ. (A) Nombre de colonies DLD1, (B) Taille 
moyenne des colonies DLD1 (pixel2) formées. (C) Nombre de colonies HT29, (D) 
Taille moyenne des colonies HT29 (pixel2) formées. (E) Nombre de colonies 
HCT116, (F) Taille moyenne des colonies HCT116 (pixel2) formées. Les essais ont 
été répétés 4 fois. (G) Photographies des colonies suite à la coloration au MTT. 
Les graphiques représentent les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont 
été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (ns; non significatif, *; 
p<0.05, p<0.01, ***; p<0.001). 
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œllules infectées avec ces deux constructions tel que décrit à la section 6. Pour 
mesurer l'effet de PEDF sur la tumorigenèse de ces cellules, celles-ci ont été 
resuspendues dans du milieu de culture DMEM et un total de 1 X 106 cellules a été 
injecté au niveau des épaules et des flancs de 14 souris femelles CD1 nu/nu. Les 
souris ont été sacrifiées au bout de 3 semaines, juste avant que les tumeurs 
n'atteignent 1-2 cm3. Les tumeurs ont été isolées et pesées. Ce résultat a permis 
de montrer que les cellules qui surexpriment la protéine PEDF forment destumeurs 
plus petites et ce, comparativement aux cellules contrôle qui ne contiennent que le 
vecteur VIDE (Figure 17). Les cellules HT29 utilisées pour l'essai de tumorigenèse 
ont également été utilisées pour réaliser un essai angiogénique in vivo. 
Brièvement, 1 X 106 cellules ont été resuspendues dans du matrigel et injectées de 
façon sous-cutanée chez 5 souris femelles CD1 nu/nu. 10 jours après l'injection, 
les souris ont été sacrifiées et les masses de matrigel ont été photographiées afin 
de pouvoir observer l'angiogenèse au niveau de ces masses de matrigel (Figure 
18). Cette expérience a permis d'observer que les vaisseaux sanguins semblent 
moins abondants au niveau des masses de matrigel formées avec les cellules 
contenant le vecteur plentiAdapteur-PEDF comparativement aux cellules contrôles. 
10. Effet de la perte d'expression de PEDF dans la lignée cancéreuse 
colorectale humaine Caco 2/15 
L'expression du gène PEDF varie d'une lignée cancéreuse colorectale à une autre. 
Tel que montré à la section 3.2, certaines lignées cellulaires expriment de forts 
niveaux de PEDF. Puisque le modèle Caco 2/15 exprime PEDF de façon stable à 
sous et à post confluence, il a été utilisé afin de déterminer l'effet de la perte 
d'expression de PEDF. Des ARNs interférants commerciaux dirigés contre le 
messager de PEDF de même qu'un ARN interfèrent contrôle ne ciblant aucun 
gène humain connu ont été utilisés. Les cellules Caco 2/15 ont été infectées avec 
des lentivirus contenant les ARNs interférants puis sélectionnées pour une période 
de 7 jours afin de permettre l'intégration ce ceux-ci dans le génome des cellules. 
L'ARN total de ces cellules a été extrait et le niveau d'expression du transcrit du 
77 
Figure 17 : Effet de la surexpression de PEDF sur la croissance tumorale in 
vivo. (A) Des cellules HT29 ont été infectées de façon stable avec le vecteur 
lentiviral contrôle plentlAdapteur-VIDE ou le vecteur plentiAdapteur-PEDF 
permettant de surexprimer la protéine PEDF. Un total de 1 X 10e cellules ont été 
mélangées à du milieu de culture DMEM et injectées de façon sous-cutanée dans 
14 souris femelles CD1 nu/nu. Les souris ont été sacrifiées après 21 jours et les 
tumeurs ont été pesées. (B) Les tumeurs ont été mesurées tout les 2-3 jours afin 
de tracer les courbes de croissance tumorale. Cette expérience a été effectuée 
trois fois. Les graphiques représentent les moyennes de chacune des expériences 
± les SEM. Un test test t de Student (A) et un test ANOVA 2 voies (B) ont été 




Figure 18 : Effet de la surexpression de PEDF sur l'angiogenèse in vivo. Des 
cellules HT29 plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été utilisées pour 
réaliser des essais d'angiogenèse in vivo. Un total de 1 X 10® cellules ont été 
mélangées au matrigel et injectées de façon sous-cutanée dans 5 souris femelles 
CD1 nu/nu. Après 10 jours, les souris ont été sacrifiées et les masses de matrigel 
ont été photographiées afin de mettre en évidence le développement des 
vaisseaux sanguins. Cette expérience a été effectuée une fois. 
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gène PEDF a été mesuré par PCR en temps réel (Figure 19A). Il a été observé 
que les shARN 293, 294, 295 et 296 diminuent l'expression du transcrit de PEDF 
de plus de 90 %. Ces cellules ont par la suite été utilisées pour réaliser une courbe 
de prolifération cellulaire. Un total de 100 000 cellules a été ensemencé dans 3 
puits d'une plaque de culture contenant 6 puits de 60mm et ce, pour chaque 
condition et pour chacun des temps de la courbe. Les cellules ont été comptées 
aux jours 1, 2, 4, 6 et 7. Cette expérience a permis de montrer que la perte 
d'expression de PEDF chez la lignée Caco 2/15 entraîne un arrêt complet de la 
croissance de ces cellules (Figure 19B). 
11. Expression du gène PEDF et de ses régulateurs transcriptionnels 
(NCOR1, RARa et RXRa) dans le cancer colorectal. 
Plusieurs études ont démontré que PEDF est un gène suppresseur de tumeurs 
(CHEUNG, et al., 2006; EK, et al., 2006; FERNANDEZ-GARCIA, et al., 2007) et ce, dans divers 
modèles cancéreux. À ce jour, peu d'équipes se sont intéressées à étudier le rôle 
potentiel de gène suppresseur de tumeur de PEDF dans le cancer colorectal. Des 
échantillons d'ARN provenant de 21 patients atteints de cancers colorectaux ont 
été analysés par PCR quantitatif. Les niveaux d'expression des transcrits de PEDF 
et de ses régulateurs transcriptionnels NCOR1, RARA et RXRA ont été mesuré 
dans les tumeurs ainsi que dans les marges de résection associées à chacune 
d'entres-elles (Figure 20). Ces résultats montrent que l'expression du transcrit de 
PEDF est légèrement augmentée dans le cancer colorectal et ce de manière 
significative (1.70 p<0.02). Des résultats similaires ont été obtenus pour les 
transcrits du corépresseur NCOR1 (2.1 p<0.01), RARA (4.52 p<0.001) et RXRA 
(1.68 p<0.02). Des immunofluorescences à l'aide d'un anticorps dirigé contre 
PEDF ont par la suite été réalisées sur des coupes de tumeurs provenant des 
biopsies effectuées chez les mêmes 21 patients (Figure 21). Les résultats de ces 
expériences montrent une augmentation de l'intensité du signal vert (FITC) dans la 
majorité des coupes de tumeurs comparativement au faible signal retrouvé dans 














Figure 19 : Effet de la perte d'expression de PEDF sur la lignée cancéreuse 
colorectale humaine Caco 2/15. (A) Suite à leur infection avec des lentivirus 
permettant d'exprimer des ARN interférants dirigés contre ie messager de PEDF, 
les cellules Caco 2/15 ont été sélectionnées pendant 7 jours. L'ARN total des 
cellules a été extrait et les niveaux d'expression du transcrit de PEDF ont été 
mesurés par PCR quantitatif dans les cellules ayant été infectées avec les shPEDF 
versus le shcontrôle. (B) Les cellules Caco 2/15 ont été infectées avec des 
lentivirus permettant d'exprimer des ARN interférants dirigés contre le messager 
de PEDF puis sélectionnées pour 7 jours. Un total de 100 000 cellules a été 
ensemencé dans 3 puits de 60 mm par condition et les cellules ont été comptées 
aux jours 1, 2,4, 6 et 7. Cette expérience a été effectuée une fois. Les graphiques 
représentent les moyennes ± les SEM. Un test ANOVA 2 voies a été utilisé pour 























Figure 20 : Expression de PEDF et de ses régulateurs dans le cancer 
colorectal. L'expression génique de PEDF, de NCOR1, de RARa et de RXRa a 
été mesurée dans 21 biopsies de patients atteints de cancer colorectal. Les 
valeurs ont été exprimées selon le ratio d'expression dans la tumeur par rapport à 
l'expression retrouvée dans la marge de résection de chacune des tumeurs. 
L'expression a été rapportée selon le géne de référence p2mic. Les graphiques 
représentent les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont été utilisés pour 
mesurer la significativité des résultats (*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 




Figure 21 : Localisation de la protéine PEDF dans des tumeurs colorectales. 
Des immunofluorescences ont été effectuées à l'aide d'un anticorps spécifique 
dirigé contre la protéine PEDF sur des coupes de tissus de patients atteints de 
cancer colorectal. Le marquage vert (FITC) correspond au marquage obtenu avec 
l'anticorps PEDF, tandis que le marquage bleu (DAPI) correspond aux noyaux des 
cellules présentes sur la coupe. Les tissus cancéreux ont été pairés avec les 
marges de résection de chacune des tumeurs afin de visualiser le marquage de 
base de PEDF présent dans le tissu colique sain de chacun des patients. 

DISCUSSION 
La régulation transcriptionnelle des gènes est un processus complexe impliquant 
plusieurs joueurs essentiels (BRIVANLOU et DARNELL, 2002). Il a été montré que le 
corépresseur NCOR1 est impliqué dans la répression active des gènes de par son 
association avec plusieurs classes de facteurs de transcription dont notamment les 
récepteurs nucléaires (PERISSI et ROSENFELD, 2005). Le corépresseur NCOR1 est 
présent dans un large complexe de répression impliquant l'histone déacétylase 
HDAC3 (WEN, et al., 2000)'. Des travaux effectués dans le laboratoire ont permis 
d'étudier le rôle fonctionnel de NCOR1 au niveau des cellules épithéliales 
intestinales et ont également permis d'identifier de nouvelles cibles 
transcriptionnelles potentielles, dont le gène PEDF (DOYON, et al., 2009). Dans les 
dernières années, le gène PEDF est devenu un sujet d'actualité et de nombreuses 
publications ont rapporté ses différents rôles cellulaires. Il a été montré que PEDF 
est un important facteur anti-angiogénique (DAWSON, et al., 1999) de même qu'un 
gène suppresseur de tumeur dans plusieurs cancers humains (BROADHEAD, et al., 
2009). Les objectifs principaux de mes travaux furent de déterminer comment est 
régulé le promoteur du gène PEDF, de déterminer si PEDF agit comme un gène 
suppresseur de tumeur dans les cellules cancéreuses colorectales humaines et 
finalement d'étudier son statut dans le cancer colorectal. 
1. Le promoteur du gène PEDF humain est contrôlé par les récepteurs à 
l'acide rétinoïque et le corépresseur NCOR1 
Dans un premier temps, le lien transcriptionnel existant entre le corépresseur 
NCOR1 et le gène PEDF a été étudié. Une analyse bio-informatique du promoteur 
humain du gène PEDF a permis d'identifier plusieurs éléments de réponse 
susceptibles de recruter diverses classes de facteurs de transcription. Parmi ceux-
ci, plusieurs éléments de réponse aux récepteurs à l'acide rétinoïque ont été 
identifiés. Il était déjà connu dans la littérature que la vitamine A et que ces 
86 
produits métabolisés dont l'acide rétinoïque pouvaient réguler l'expression de 
PEDF dans les cellules de la rétine et dans les cellules endothéliales (TOMBRAN-
TINK, et al., 2004; UCHIDA, et al., 2005). Cependant, le mécanisme par lequel l'acide 
rétinoïque pouvait contrôler l'activité du promoteur de PEDF n'était pas connu. 
Dans un premier temps, l'utilisation de gel de rétention a permis de confirmer la 
liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque à plusieurs éléments de liaison présents 
dans le promoteur de PEDF. 
Par la suite, des essais transcriptionnels utilisant le gène rapporteur de la 
luciférase couplé au promoteur du gène PEDF ont montré que les récepteurs à 
l'acide rétinoïque RARa et RXRa ont la capacité d'activer le promoteur de PEDF 
indépendamment l'un de l'autre et que lorsqu'ils sont combinés ensembles, ils 
activent de façon plus importante ce dernier. Ces résultats ont également 
démontré que le corépresseur NCOR1 réprime le promoteur de PEDF lorsque les 
récepteurs à l'acide rétinoïque sont présents. Mis ensemble, ces résultats ont 
montré pour la première fois un lien transcriptionnel direct entre les récepteurs à 
l'acide rétinoïque, PEDF et le corépresseur NCOR1 (DOYON, et al., 2009). 
2. PEDF est exprimé par les cellules épithéliales intestinales humaines. 
Bien que l'expression de PEDF ait été détectée dans plusieurs tissus humains 
fœtaux et adultes (TOMBRAN-ÏINK, et al., 1996) dont l'intestin grêle et le côlon, aucune 
étude n'a détaillé l'expression de PEDF dans les cellules épithéliales intestinales 
humaines. Des tissus intestinaux foetaux de jéjunum et d'iléon ont été utilisés pour 
réaliser des immunofluorescences afin de localiser la protéine PEDF au sein de 
ces tissus. Ces expériences ont permis de détecter la protéine PEDF dans les 
deux tissus. De plus, il a été remarqué que dans le jéjunum, la protéine PEDF est 
localisée au niveau nucléaire des cellules épithéliales de même que dans de façon 
ponctuée dans le cytoplasme à la surface apicale de ces cellules rappelant la 
structure typique de granules de sécrétion. Cette observation corrèle bien avec le 
fait que PEDF est connu pour être une protéine sécrétée (PILLEUR, et al., 2009). 
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Cependant, des expériences de localisation plus précises telle que 
l'immunodétection couplée à la microscopie électronique nous permettrait de 
mieux définir cette localisation. Il a également été observé qu'un type cellulaire 
jusqu'à maintenant non identifié et situé à la base de l'épithélium montre un fort 
marquage pour la protéine PEDF. Il pourrait s'agir de cellules entéroendocrines ou 
encore de lymphocytes transépithéliaux. Ces deux hypothèses devront être 
confirmées par des expériences d'immunofluorescences et de co-marquages de 
ces types cellulaires avec des anticorps spécifiques. Au niveau de l'iléon, il a été 
possible d'observer un fort marquage à la surface apicale des cellules épithéliales 
intestinales rappelant encore une fois des granules de sécrétion. Par contre, dans 
ce segment de l'intestin grêle, aucun marquage nucléaire n'a été observé de 
même qu'aucun marquage plus intense dans un type cellulaire donné. Au cours de 
ces travaux, plusieurs résultats obtenus tant d'immunobuvardages que 
d'immunofluorescences ont mis en doute la spécificité de l'anticorps PEDF utilisé. 
Ces résultats restent ainsi des résultats préliminaires et la réalisation d'une 
hybridation in situ sera nécessaire pour valider la spécificité de notre anticorps par 
comparaison au profil d'expression du messager et ainsi confirmer la localisation 
de PEDF dans l'intestin et le côlon humain fœtal et adulte. 
3. PEDF est exprimé différentiellement dans les lignées cancéreuses 
colorectales humaines 
Afin d'étudier les rôles de PEDF, le niveau d'expression génique de PEDF a été 
mesuré par PCR quantitatif dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales humaines. Les résultats obtenus lors de ces expériences ont permis 
de montrer que les diverses lignées cancéreuses colorectales expriment des 
niveaux différents de PEDF. Les lignées Caco 2/15 et SW480 expriment des 
niveaux élevés de PEDF tandis que les lignées DLD1, HCT116 et HT29 montrent 
des niveaux d'expression beaucoup plus faibles. Ces données sont en accord 
avec la littérature puisque certains groupes ont montré que l'expression de PEDF 
est perdue dans plusieurs lignées cancéreuses et que cette diminution corrèle 
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avec le niveau de progression des cancers desquels elles sont isolées, 
l'agressivité et le potentiel métastatique des cellules cancéreuses (CAI, et al., 2006; 
CHEUNG, et al., 2006; HAUN, et al., 2004; ORGAZ, et al., 2009). Les lignées cellulaires 
utilisées dans le cadre de ces travaux proviennent de patients atteints de cancer 
colorectal à des stades différents. Certaines sont plus agressives que d'autres et 
ont des potentiels d'invasion, de migration et de formations de métastases plus 
importants que d'autres. Cependant, lorsque l'expression protéique de PEDF a été 
mesurée par immunofluorescence dans ces mêmes lignées cancéreuses 
colorectales il a été possible de constater un marquage similaire entre toutes ces 
lignées. Tel que mentionné plus tôt, la spécificité de l'anticorps utilisé pour détecter 
la protéine PEDF a été mis en doute à plusieurs reprises dans le cadre de ces 
travaux. Pour l'instant, les résultats de PCR quantitatif restent une mesure 
beaucoup plus fiable des niveaux d'expression de PEDF dans les lignées 
cancéreuses colorectales humaines. 
Dans un second temps, l'expression de PEDF a été mesurée à post confluence 
afin de vérifier si un arrêt de la prolifération cellulaire pouvait faire varier 
l'expression de PEDF. Il a été suggéré que PEDF puisse être un facteur nucléaire, 
impliqué dans l'arrêt du cycle cellulaire en phase G0 et que son expression soit 
directement reliée au phénomène de sénescence réplicative (PIGNOLO, et al., 2003), 
une propriété que de nombreuses lignées cancéreuses ne possèdent pas. À 
l'atteinte de la confluence cellulaire, la plupart des lignées vont arrêter de proliférer 
par un processus appelé inhibition de contact (ABERCROMBIE, 1979). Les résultats 
obtenus ont permis de conclure que l'expression de PEDF n'est pas modulée en 
fonction de la confluence cellulaire chez les Caco 2/15, SW480 et DLD1. Par 
contre, il a été possible d'observer une faible modulation dans les modèles 
HCT116 et HT29. Il n'est donc pas possible de corréler le profil d'expression de 
PEDF en fonction de l'état prolifératif des cellules cancéreuses colorectales 
humaines. 
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Lors de l'atteinte de la confluence, la lignée cellulaire Caco 2/15 entame un 
processus de différenciation cellulaire complexe. Bien que PEDF soit reconnu pour 
être un important facteur de différenciation, le fait de ne pas observer de différence 
pour l'expression de PEDF à post confluence tend à exclure un rôle de celui-ci 
dans la différenciation de ce modèle. Ces évidences s'opposent aux données 
répertoriées dans la littérature et à notre première hypothèse de recherche. La 
protéine PEDF fut identifiée pour la première fois dans le milieu de culture des 
cellules RPE comme étant capable d'induire la différenciation neuronale de 
cellules de rétinoblastomes Y-89 (TOMBRAN-TINK et JOHNSON, 1989). Il a également 
été rapporté que PEDF pouvait induire la différenciation des cellules 
d'ostéosarcomes Saos-2 (SASAKI, et al., 2005). Par contre, aucune évidence dans la 
littérature ne suggère un lien entre PEDF et la différenciation des cellules 
épithéliales intestinales. Comme PEDF est une protéine aux fonctions multiples, il 
est possible que PEDF ne soit pas un facteur de différenciation dans ce contexte 
spécifique. 
Comme mentionné précédemment, les résultats obtenus suite aux essais 
transcriptionnels in vitro avaient permis de montrer que les récepteurs à l'acide 
rétinoïque de type RARa et RXRa de même que le corépresseur NCOR1 
pouvaient réguler l'expression du gène PEDF (DOYON, et al., 2009). Dans le but de 
comprendre la variation des niveaux d'expression de PEDF d'une lignée cellulaire 
à une autre, les niveaux d'expression des régulateurs de PEDF identifiés plus tôt 
ont eux aussi été mesurés. Ces résultats n'ont pas permis d'établir un lien 
fonctionnel entre l'expression de ces régulateurs et PEDF. En effet, les niveaux 
d'expression des récepteurs à l'acide rétinoïque RARa et RXRa sont eux aussi 
variables d'une lignée cellulaire à une autre, tout comme les niveaux d'expression 
du corépresseur NCOR1. Il n'a donc pas été possible de corréler les niveaux 
d'expression de PEDF avec les valeurs obtenues pour ses régulateurs. 
Cependant, la mesure du niveau d'expression de ces facteurs ne nous renseigne 
pas sur l'état de l'expression protéique et de la localisation de ces protéines. En 
effet, il est connu que des modifications post-traductionnelles, comme la 
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phosphorylation, peuvent affecter la localisation intracellulaire des récepteurs à 
l'acide rétinoïque dans le contexte du cancer colorectal et empêcher leurs rôles 
transcriptionnels (D'ERRICO et MOSCHETTA, 2008). Il a également été rapporté que la 
localisation cellulaire du corépresseur NCOR1 peut passer de nucléaire à 
cytoplasmique dans le cancer colorectal ce qui entraîne sa dégradation et 
ultimement une régulation aberrante de ses gènes cibles (FERNANDEZ-MAJADA, et 
al., 2007; TZELEPI, et al., 2009). Il serait donc possible que certaines lignées 
cancéreuses colorectales subissent de pareilles modifications et que celles-ci 
affectent PEDF. 
4. Les récepteurs de PEDF sont exprimés par les cellules cancéreuses 
colorectales humaines 
Dans les dernières années, plusieurs groupes se sont intéressés à caractériser les 
différents récepteurs de PEDF afin de mieux comprendre les mécanismes d'action 
de cette protéine (ALBERDI, et ai., 1999; ALBERDI, et ai., 2003; BERNARD, et ai., 2009; 
NOTARI, et al., 2006). La présence de deux épitopes fonctionnels au niveau de la 
protéine PEDF a permis d'identifier deux récepteurs pouvant recruter PEDF soit ; 
le récepteur « PEDF-R » associé à une activité phospholipase A2 membranaire au 
niveau des cellules neuronales et rétiniennes (NOTARI, et al., 2006) et le récepteur à 
laminines de 67 kDa au niveau des cellules endothéliales (BERNARD, et ai., 2009). 
Dans le cadre de nos travaux, les niveaux d'expression des deux récepteurs ont 
été mesurés dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses colorectales sans 
toutefois chercher à élaborer sur les mécanismes d'action possibles de PEDF au 
niveau des cellules cancéreuses colorectales humaines. Les résultats obtenus ont 
mis en évidence que les cinq lignées cellulaires utilisées exprimaient à la fois le 
récepteur couplé à une phospholipase A2 et le récepteur à laminines de 67 kDa. 
Ces résultats sont provocateurs puisque jusqu'à maintenant, les récepteurs étaient 
connus pour être exprimés de façon exclusive dans des types cellulaires différents 
afin de médier leurs rôles associés distincts. Finalement, bien que deux récepteurs 
aient été identifiés et caractérisés pour PEDF, il est possible que l'action de PEDF 
91 
passe par d'autres voies de signalisation complètement différentes. Par exemple, il 
est connu que PEDF est une protéine sécrétée qui possède une distribution 
asymétrique de ses charges la rendant capable d'interagir avec une grande variété 
de molécules présentes dans la matrice extracellulaire telles que l'héparine, 
l'hyaluronan et le collagène (EK, et al., 2006). Il est même suggéré que dans le cas 
du récepteur à laminine de 67 kDa, l'héparine sulfate soit même essentielle pour 
l'interaction du ligand PEDF avec son récepteur (BERNARD, et al., 2009). On ignore 
encore l'impact réel de la liaison de PEDF au niveau de la matrice extracellulaire 
de l'intestin humain, mais il est possible que cette propriété influence les fonctions 
biologiques de la protéine. 
5. PEDF est un suppresseur de tumeur dans les cellules cancéreuses 
colorectales humaines. 
Le second objectif de ce projet de recherche était de déterminer si PEDF peut agir 
comme un suppresseur de tumeur dans le contexte du cancer colorectal. Plusieurs 
évidences présentées dans la littérature ont rapporté que PEDF est un important 
gène suppresseur de tumeur de par ses propriétés antiangiogéniques et 
proapoptotiques et ce, dans différents modèles de cancers incluant les 
mélanomes, le cancer de la prostate, des ovaires, du pancréas, les ostéosarcomes 
et plusieurs autres (CHEUNG, et al., 2006; EK, et al., 2007; HALIN, et al., 2010; HASE, et al., 
2005; ORGAZ, et al., 2009). Pour répondre à cet objectif, un vecteur de surexpression 
de PEDF a été produit. Ce vecteur a permis de moduler à la hausse l'expression 
de PEDF dans les lignées cellulaires n'exprimant que de faibles niveaux de la 
protéine soit, les modèles DLD1, HCT116 et HT29. La réalisation de courbes de 
prolifération cellulaire avec les lignées DLD1 et HT29 a permis d'observer un faible 
ralentissement de la prolifération des cellules DLD1 qui surexpriment la protéine 
PEDF comparativement aux cellules ayant intégré le vecteur vide. Par contre, 
lorsque cette expérience a été effectuée dans les cellules HT29, aucune différence 
dans la prolifération cellulaire n'a pu être observée. Il est important de rappeler que 
les lignées cancéreuses colorectales ne possèdent pas toutes les mêmes 
mutations dans leur génome. Parmi les mutations fréquemment retrouvées dans 
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les lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines, il existe deux 
principales différences entre la lignée DLD1 et la lignée HT29. La lignée DLD1 
possède une mutation de l'oncogène K-Ras (OKADA, et al., 1998) de même qu'une 
mutation rendant la voie de signalisation PI3Kinase constitutivement active 
(SAMUELS, et al., 2005). Ces deux mutations ne sont pas retrouvées chez la lignée 
HT29 et permettent peut-être de réguler négativement l'action de PEDF au niveau 
de ces cellules. En effet, il est connu que l'oncogène K-Ras peut réduire 
l'expression de PEDF et ainsi augmenter le potentiel tumorigénique et 
angiogénique des fibrosarcomes (VILORIA-PETIT, et al., 2003). De plus, la mutation de 
K-ras chez les patients atteints de cancer colorectal cause un stress oncogénique 
et mène à une diminution significative de l'expression de PEDF (DIAZ, et al., 2008). 
Finalement, puisque les voies de signalisations qui contrôlent l'activité de PEDF 
sont encore méconnues et très peu étudiées, il se peut que seules certaines 
lignées soient sensibles à l'action de PEDF. 
La capacité de croître en absence d'ancrage est une autre propriété qui 
caractérise les cellules cancéreuses. Des essais de croissance en agars mous ont 
été effectués afin de vérifier si la surexpression de PEDF allait affecter la capacité 
de ces cellules à survivre d'une part, mais également à proliférer en absence 
d'ancrage. Les résultats obtenus ont permis de montrer que des niveaux élevés de 
PEDF favorisent une diminution du nombre de colonies de même que de la taille 
des colonies formées dans ces essais pour les cellules DLD1 et HT29. Par contre, 
le modèle cellulaire HCT116 n'est pas affecté par la surexpression de PEDF. Ces 
données nous permettent de suggérer encore une fois que les diverses mutations 
retrouvées au niveau des lignées cancéreuses colorectales humaines ont un rôle à 
jouer dans les voies de signalisation qui gouvernent les actions intracellulaires de 
PEDF. La lignée HCT116 est la seule de ces trois lignées qui conserve 
l'expression de la protéine p53 de type sauvage (MARIADASON, et al., 2003). Il 
semblerait qu'un lien transcriptionnel puisse exister entre PEDF et p53 (HO, et al., 
2007). Dans les cellules endothéliales, PEDF serait responsable d'activer la 
transcription du récepteur nucléaire PPARy ce qui engendrerait la transcription du 
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gène suppresseur de tumeur p53 menant à l'apoptose de ces cellules. Dans le cas 
des cellules cancéreuses colorectales humaines, le même phénomène n'a pas 
encore été observé. Par contre, il a été démontré que l'expression de PEDF peut 
être contrôlée par deux membres de la famille de la protéine p53, soit les protéines 
p63 et p73 (DiAZ, et al., 2008). Puisque les résultats obtenus ont montré que PEDF 
n'affectait pas la capacité de survivre et de croître en absence d'ancrage des 
HCT116, il se peut que la protéine p53 de type sauvage interfère dans le 
mécanisme d'action de PEDF. Il est toutefois encore difficile de comprendre 
pourquoi l'effet de PEDF est différent d'une lignée cellulaire à une autre. 
Un autre point important à considérer pour expliquer les effets observés dans les 
différentes lignées cancéreuses colorectales est l'état de phosphorylation de la 
protéine PEDF. En effet, il est maintenant bien accepté que les fonctions de PEDF 
sont régulées par trois sites de phosphorylation (MAIK-RACHLINE et SEGER, 2006). 
Les sérines 24 et 114 ont la possibilité d'être phosphorylées par la caséine kinase 
2, alors que la sérine 227 peut être phosphorylée par la protéine kinase A. Des 
études ont montré que l'utilisation de mutants de phosphorylation de PEDF 
permettait d'augmenter les activités antiangiogéniques et antitumorales de la 
protéine (KONSON, et al., 2010). Il est possible que l'état de phosphorylation de la 
protéine PEDF soit différent d'une lignée à une autre et ce, par la présence ou 
l'absence des différentes voies de signalisation et/ou kinases impliquées dans la 
régulation de la phosphorylation de cette protéine. 
Afin de confirmer le potentiel suppresseur de tumeur de PEDF dans le cancer 
colorectal, des essais in vivo ont été effectués. Dans un premier temps, un essai 
d'angiogenèse a été effectué en utilisant les cellules HT29 surexprimant PEDF. Ce 
dernier a été montré comme étant un puissant facteur anti-angiogénique (DAWSON, 
et al., 1999). Étant donné le rôle important que joue l'angiogenèse dans la 
croissance, dans l'invasion et dans le potentiel métastatique de plusieurs tumeurs 
(FOLKMAN, 1990), PEDF pourrait être une cible thérapeutique intéressante pour 
cibler les vaisseaux sanguins qui parsèment les tumeurs, qui aident à leur 
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croissance et favorisent le développement de métastases (MANALO, et ai., 2010). Les 
cellules ont été ensemencées dans du matrigel puis injectées de façon sous-
cutanée dans des souris nues. Ce résultat préliminaire a permis de montrer que 
lorsque les cellules surexpriment PEDF, il y a moins de vaisseaux sanguins 
apparents aux. pourtours de la masse de matrigel. Des analyses quantitatives 
seront réalisées afin de mesurer le réel impact de PEDF dans le processus de 
vascularisation induit suite à l'injection de cellules cancéreuses colorectales 
humaines. Dans un second temps, un essai de croissance tumorale a été effectué 
avec les cellules HT29 surexprimant la protéine PEDF. Cet essai a permis 
d'observer une diminution de la masse des tumeurs formées chez les souris nues 
lorsque les cellules sont injectées de façon cutanée et ce, comparativement à la 
masse tumorale formée suite à l'injection des cellules HT29 ayant intégré le 
vecteur contrôle vide. Ensemble, ces deux expériences, bien que préliminaires, ont 
permis de montrer que PEDF joue son rôle anti-angiogénique en diminuant le 
nombre de cellules endothéliales qui vont être recrutées par les cellules 
cancéreuses colorectales et qui vont mener à la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins. De plus, elles permettent de mettre en évidence pour la première fois, le 
potentiel de gène suppresseur de tumeur de PEDF dans le cancer colorectal. 
Jusqu'à maintenant, les résultats obtenus lors de nos travaux ont permis de 
démontrer que la surexpression de PEDF affecte la prolifération et la capacité de 
croissance en absence d'ancrage des cellules cancéreuses colorectales 
humaines. Ces résultats de même que ceux obtenus lors des essais in vivo, 
supportent bien l'hypothèse selon laquelle PEDF est un gène suppresseur de 
tumeur dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. Cependant, dans le 
cas où l'expression de PEDF est diminuée, plusieurs groupes ont rapporté une 
implication directe dans la progression tumorale des glioblastomes, dans le cancer 
pancréatique et dans le cancer du sein (CAI, et al., 2006; GUAN, et al., 2003; UEHARA, et 
al., 2004). Dans le cas des cellules cancéreuses de mélanomes, la perte 
d'expression de PEDF entraîne l'augmentation du potentiel d'invasion, de 
migration et de formation de métastases (ORGAZ, et ai., 2009). Dans cette optique, 
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des ARN interférants dirigés contre le messager de PEDF ont été utilisés afin de 
mesurer l'impact de la perte d'expression de PEDF chez une lignée cancéreuse 
colorectale humaine qui possède une forte expression de PEDF. Lorsque intégré 
dans le génome des cellules Caco 2/15, les ARNs interférants ciblant PEDF ont 
permis d'observer un important ralentissement de la prolifération de ces cellules. 
Ce résultat inattendu va à rencontre des données présentes dans la littérature et 
reste pour le moment bien difficile à comprendre. Il est possible que la perte 
d'expression de PEDF amène les cellules Caco 2/15 à entrer dans un processus 
d'apoptose. Il est important de rappeler ici que ce modèle est bien particulier 
puisque les cellules se différencient en cellules apparentées aux entérocytes de 
l'épithélium de l'intestin grêle lors de l'atteinte de la confluence. Advenant le cas où 
PEDF influencerait la différenciation de ce modèle à l'atteinte de la confluence, il 
est possible de croire que la perte prématurée de ce facteur dans des cellules à 
faible densité cellulaire enclenche des mécanismes de différenciation et que 
celles-ci ne soit pas capable de compléter le processus de différenciation et 
finissent par mourir par apoptose. 
6. L'expression de PEDF est augmentée chez les patients atteints de cancer 
colorectal 
Comme mentionnée dans la section précédente, l'expression de PEDF est réduite 
dans plusieurs cancers humains (CAl, et al., 2006; HALIN, et al., 2004; ORGAZ, et al., 2009; 
QlNGYl, et al., 2009). Ce phénomène corrèle avec son potentiel de gène suppresseur 
de tumeur. Afin de répondre à notre dernier objectif de recherche qui était de 
déterminer le statut de PEDF dans le cancer colorectal, l'expression de PEDF a 
été mesurée chez des patients atteints de cancer colorectal. Les résultats obtenus 
ont permis d'observer que PEDF de même que RARa, RXRa et NCOR1 sont 
augmentés de manière significative chez ces patients. Des immunofluorescences 
ont également été réalisées sur des coupes de tissu provenant de ces mêmes 
patients. Ces immunofluorescences ont permis d'observer un important marquage 
de PEDF dans la majorité des tumeurs observées et ce, comparativement aux 
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marges de résection de chacune des tumeurs. Au cours de ces travaux, plusieurs 
résultats ont mis en doute la spécificité de l'anticorps utilisé pour détecter la 
protéine PEDF. Cependant, le fait d'observer à la fois une augmentation de 
l'expression du transcrit de PEDF et de la protéine en immunofluorescence laisse 
croire que ces résultats sont valides. La question qui demeure est pourquoi un 
gène suppresseur de tumeur serait augmenté dans le cancer colorectal alors qu'il 
ne l'est pas dans plusieurs autres cancers humains ? 
Tout d'abord, il a été démontré que l'expression de PEDF dans les tumeurs 
colorectales varie en fonction de la localisation des tumeurs. L'expression serait 
plus élevée dans le segment droit et diminuerait dans le gauche et dans le rectum, 
soit une diminution proximale distale (DIAZ, et al., 2008). Cette information permet de 
s'interroger sur la localisation des tumeurs analysées dans cette étude et à se 
demander si ce paramètre a pu influencer les résultats obtenus. 
L'expression du corépresseur NCOR1 a également été mesurée les tumeurs 
provenant de patients atteints de cancer colorectal. Les résultats obtenus ont 
montré que l'expression du corépresseur est à la hausse dans ces tumeurs tout 
comme celle de PEDF. Une raison pouvant expliquer ce résultat est la localisation 
de NCOR1 dans les tumeurs colorectales. En effet, il a été rapporté que dans la 
carcinogenèse colorectale, la localisation de la protéine NCOR1 tend à devenir 
cytoplasmique et ainsi mène à une régulation aberrante de ces gènes cibles 
(FERNANDEZ-MAJADA, et al., 2007; TZELEPI, et al., 2009). 
Peu d'études ont rapporté des rôles pour PEDF dans le cancer colorectal. Par 
contre, une étude publiée récemment a montré que les patients atteints de cancers 
colorectaux présentaient une diminution de 55 % de l'expression de PEDF dans 
leur sérum (WAGSATER, et al., 2010). Il est possible que l'augmentation observée 
dans notre étude ne soit observable que pour l'expression du transcrit de PEDF et 
que les niveaux sériques de PEDF soient diminués. Cette étude a également 
soulevé que le gène PEDF présentait certains polymorphismes qui corrèlent 
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partiellement avec la diminution mesurée dans le sérum des patients. Il n'est pas 
possible d'exclure pour le moment que le gène PEDF soit muté dans le cancer 
colorectal. Il pourrait être possible que des mutations mènent à une accumulation 
d'une protéine PEDF non fonctionnelle tel qu'il est maintenant bien démontré pour 
certains autres gènes suppresseurs de tumeurs incluant TP53 (GOH, et al., 2011). De 
plus, tel que mentionné dans l'introduction, le gène PEDF est situé sur le 
chromosome 17p13.1. Cette région génomique contient plusieurs gènes 
suppresseurs de tumeurs tels que TP53 et BRAC1 et est fréquemment mutée 
dans les cancers humains. Il a également été rapporté que dans le cancer ovarien, 
il se produit une suite de délétions alléliques au niveau de ce chromosome. Ceci 
engendre la perte du gène PEDF puis de TP53 et de BRAC1 menant à la 
progression de type de cancer (PHILLIPS, et ai., 1996). 
Finalement, puisque le cancer colorectal est un modèle de carcinogenèse qui 
compte plusieurs stades associés à plusieurs mutations et délétions alléliques 
(FEARON et VOGELSTEIN, 1990; KLUMP, et al., 2004), il faut garder en tête que 
l'augmentation de PEDF est peut-être dépendante de la progression de ce cancer. 
Les échantillons de patients utilisés jusqu'à maintenant dans cette étude ne sont 
pas assez nombreux pour pouvoir corréler les résultats obtenus avec les stades de 
ce type de cancer. 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Les résultats obtenus dans la présente étude ont permis de démontrer dans un 
premier temps que le promoteur de PEDF comporte plusieurs éléments de liaison 
pour les récepteurs à l'acide rétinoïque et que ceux-ci sont en mesure de réguler le 
promoteur de PEDF en recrutant le corépresseur NCOR1. Dans un second temps, 
il a été montré que PEDF est exprimé par les cellules épithéliales intestinales 
humaines et que ses régulateurs et récepteurs le sont également. Suite à ces 
observations, il a été possible de moduler l'expression de PEDF dans des lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales afin de montrer que PEDF peut jouer le rôle 
d'un suppresseur de tumeur en affectant la capacité de prolifération et de 
croissance en absence d'ancrage de ces cellules. Des essais in vivo ont 
également montré que les deux propriétés principalement attribuées à PEDF soit 
ses fonctions anti-angiogénique et antitumorales étaient retrouvées chez cellules 
cancéreuses colorectales humaines. Finalement, le statut de PEDF a été étudié 
chez des patients atteints de cancer colorectal afin de comprendre son implication 
dans la carcinogenèse colorectale. 
Certains aspects de ce projet restent pour le moment préliminaires ou encore 
partiellement compris. Dans un premier temps, la réalisation d'une expérience 
d'hybridation in situ sera essentielle pour confirmer le patron d'expression de 
PEDF dans les tissus intestinaux fœtaux et adultes puisque plusieurs résultats ont 
mis en doute la spécificité de l'anticorps tout au long de ce projet de recherche. 
Cette expérience sera également très pertinente dans la mesure où elle permettra 
de confirmer si l'expression de PEDF est réellement à la hausse dans les patients 
atteints de cancer colorectal tout comme le laisse croire les immunofluorescences 
présentées dans ce travail. 
Il faudra dans un deuxième temps confirmer les résultats obtenus lors des essais 
in vivo. Il sera très intéressant de poursuivre les essais d'angiogenèse avec les 
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lignées cancéreuses colorectales DLD1 et HCT116 afin de voir si la surexpression 
de PEDF dans ces dernières engendre les mêmes résultats que dans la lignée 
HT29. De plus, il sera important de quantifier les résultats d'angiogenèse en 
analysant par marquage immunofluorescent les cellules endothéliales à l'aide d'un 
anticorps spécifique dirigé contre CD31 sur des coupes des masses de matrigel . 
Il sera également intéressant d'établir des essais tumorigéniques in vivo avec les 
lignées DLD1 et HCT116 afin de mesurer si PEDF est capable de moduler ses 
effets antitumoraux dans ce contexte particulier. 
Bien que peu abordé jusqu'à maintenant dans ce travail, PEDF possède la 
capacité d'influencer la migration, l'adhésion et le potentiel invasif de certaines 
lignées cancéreuses. Dans la poursuite de ce projet, ces trois aspects seront 
étudiés dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. Il sera possible 
d'utiliser des lignées cellulaires exprimant faiblement le transcrit de PEDF telles 
que les DLD1, HT29 et HCT116 afin de surexprimer la protéine et réaliser des 
essais de migration en chambre et des essais de blessure in vitro. Il sera aussi 
intéressant de réaliser des injections de ces cellules dans la veine de la queue de 
souris nues afin de mesurer si PEDF diminue la capacité des cellules cancéreuses 
colorectales à envahir l'organisme et à former des métastases. 
Puisque le résultat obtenu suite à l'utilisation d'ARN interférents dirigés contre 
PEDF dans le modèle Caco 2/15 est difficile à interpréter, il sera essentiel de 
poursuive le travail avec cet outil. Ces ARN interférents seront utilisés dans 
d'autres lignées cancéreuses colorectales afin de vérifier si la perte d'expression 
de PEDF entraînement systématiquement l'arrêt de la prolifération cellulaire ou 
encore la mort cellulaire. Il sera également possible de vérifier si la diminution de 
PEDF affecte d'autres fonctions comme la différenciation, la migration, l'adhésion 
et le potentiel d'invasion chez les cellules cancéreuses colorectales humaines. 
Finalement, dans un tout autre ordre d'idée, il sera très pertinent d'évaluer si PEDF 
est muté chez les patients atteints de cancer colorectal. De plus, l'expression de 
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PEDF sera mesurée dans un plus grand nombre de patients atteint de cancer 
colorectal afin d'être en mesure de ciassifier les résultats obtenus en fonction du 
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La transcription du gène PEDF est contrôlée par le corépresseur NCOR1 au 
niveau des cellules épithéliales intestinales et PEDF agit comme un gène 
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PEDF (pigment epithelium derived factor) joue un rôle de gène suppresseur de 
tumeurs dans plusieurs cancers humains. PEDF est impliqué entre autres dans 
l'arrêt de la prolifération, dans la migration et dans le potentiel d'invasion de 
plusieurs modèles cellulaires tumoraux. PEDF est également impliqué dans 
l'apoptose et aussi dans l'inhibition du processus d'angiogénèse chez les cellules 
endothéliales de plusieurs organes. Notre laboratoire a démontré que PEDF est 
modulé à la hausse dans des cellules épithéliales intestinales déficientes pour 
l'expression de NCOR1 (nuclear receptor corepressor 1). Cependant, le lien 
transcriptionnel entre ces molécules et le rôle de PEDF au sein de l'épithélium 
intestinal demeurent peu élucidés. L'hypothèse de ce travail fut que la 
transcription du gène PEDF est contrôlée par NCOR1 au niveau des cellules 
épithéliales intestinales humaines et que PEDF agit comme gène suppresseur de 
tumeurs dans ce contexte. Nos résultats ont permis de démontrer que le gène 
PEDF est régulé transcriptionnellement par les récepteurs à l'acide rétinoïque et 
par le corépresseur NCOR1. Des analyses de PCR en temps réel ont permis de 
montrer une distribution spécifique de PEDF au sein des diverses lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales. Les résultats obtenus ont montré que seules 
quelques lignées cellulaires cancéreuses colorectales expriment PEDF. Les 
niveaux d'expression des régulateurs de PEDF identifiés précédemment (NCOR1, 
RARa et RXRa) ont été mesurés par PCR quantitatif en relation avec les 
variations d'expression de PEDF au sein des lignées cancéreuses colorectales 
humaines. Des immunofluorescences et des immunobuvardages ont montré que 
la protéine PEDF est détectable au niveau des cellules épithéliales localisées au 
niveau des villosités intestinales du jéjunum et de l'illéon chez le fœtus humain. 
Les modèles DLD1, HT29 et HCT116 qui ne possède qu'une faible expression de 
PEDF ont été utilisés afin de moduler à la hausse l'expression de PEDF et ainsi 
pouvoir étudier l'impact de cette protéine dans ces modèles. La surexpression de 
PEDF dans les cellules DLD1 a permis d'observer un ralentissement de la 
prolifération de celles-ci. Des essais de croissance en absence d'ancrage en 
utilisant les cellules DLD1, HT29 et HCT116 ont montrés que PEDF est capable de 
ralentir la croissance en absence d'ancrage des cellules DLD1 et HT29, mais pas 
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des cellules HCT116. Des essais préliminaires d'angiogenèse in vivo ont permis 
de suggérer que la surrexpression de PEDF dans les cellules HT29 pourrait 
réguler négativement l'angiogenèse tumorale de même que le processus de 
croissance tumorale. Finalement, le statut d'expression de PEDF a été mesuré 
dans une banque de tissus provenant de patients atteints de cancer colorectal. Les 
résultats obtenus lors de ces travaux suggèrent que PEDF joue un rôle fonctionnel 
au sein de l'épithélium intestinal et supportent l'hypothèse selon laquelle PEDF agit 
en tant que gène suppresseur de tumeurs dans les cellules épithéliales intestinales 
humaines. 
Mots clés: Répression, NCOR1, PEDF, récepteurs à l'acide rétinoïque, gène 
suppresseur de tumeur, cancer colorectal, angiogenèse, tumorigenèse. 
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INTRODUCTION 
1. Introduction générale sur le système digestif. 
1.1 Différents segments composant l'intestin humain 
Chez l'humain, l'intestin est d'environ 6 mètres de longueur et est composé de 
deux parties, soit l'intestin grêle et le côlon (Figure 1). Ces deux parties jouent des 
rôles distincts et complémentaires qui assurent le bon déroulement de la digestion. 
Il est à noter que la majorité de la digestion est effectuée dans l'intestin et que la 
portion amorcée au niveau de l'estomac est facultative. 
L'intestin grêle se divise en trois segments distincts. Le segment relié à l'estomac 
est appelé duodénum suivi par le jéjunum et finalement l'iléon. Le duodénum, là où 
le chyme, le jus pancréatique, la bile et ses propres sécrétions digestives se 
rencontrent, est essentiel au mélange de toutes ces substances nécessaires à la 
digestion. Le jéjunum et l'iléon possèdent une structure similaire au duodénum et 
sont particulièrement importants pour la digestion et l'absorption. L'iléon est relié 
au côlon qui forme les 150 derniers centimètres du tractus gastro-intestinal. Le 
côlon se subdivise également en plusieurs parties distinctes soit le caecum, le 
côlon ascendant, transverse, descendant et sigmoïde. Il se termine finalement par 
le rectum et l'anus (MARIEB, 2005). 
1.2 Structure microscopique de l'intestin 
1.2.1 Les différentes couches tissulaires de l'intestin 
Au plan histologique, les segments de l'intestin sont composés en partant de 
l'extérieur d'une couche séreuse (péritoine viscéral), de deux couches 




Figure 1 : Structure macroscopique de l'intestin grêle et du côlon. (A) 
L'intestin grêle est organisé sous forme d'axe crypte-villosités qui forme l'unité 
fonctionnelle de l'intestin grêle. Les cellules souches intestinales sont situées à la 
base des cryptes et assurent le renouvellement de l'épithélium. Les cellules 
progénitrices issues de la division des cellules souches se différencient et migrent 
de façon ascendante le long de la villosité ou de façon descendante (cellules de 
Paneth). Les cellules retrouvées sur la villosité sont pleinement différenciées et 
sont exfoliées à l'apex de la villosité quelques jours plus tard. Les cellules de 
Paneth sont le seul type cellulaire présent dans la glande intestinale. (B) Le côlon 
adulte est dépourvu de villosités et le renouvellement de l'épithélium colique est 
également assuré par la présence de cellules souches situées dans le fond des 
cryptes (Modifiée de Sancho et coll., 2004). 
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la couche interne circulaire, d'une sous muqueuse et finalement d'une muqueuse. 
La muqueuse se subdivise en trois parties ; la muscularis mucosa (couche 
musculaire de la muqueuse), la lamina propria (tissus conjonctif) et finalement d'un 
épithélium qui fait face à la lumière intestinale (MARIEB, 2005). C'est au niveau de la 
muqueuse et de la sous muqueuse que nous retrouvons le plus de différences 
entre les différents segments du tube digestif. L'intestin grêle possède des 
caractéristiques structurales nécessaires pour maximiser la capacité de digestion 
et d'absorption des nutriments. Au niveau du jéjunum, on retrouve beaucoup de 
plis circulaires appelés valvules conniventes qui augmentent la surface disponible 
pour l'absorption des nutriments. Sur ces replis permanents de la muqueuse et de 
la sous muqueuse, on retrouve des millions de villosités intestinales. Ces 
caractéristiques structurales sont graduellement perdues plus on avance vers 
l'iléon. 
L'unité fonctionnelle de l'intestin grêle est appelée l'axe crypte-villosité (Figure 
1A). Chaque villosité intestinale est alimentée par 6 à 8 cryptes intestinales 
(cryptes de LieberKuhn). Les cryptes sont le lieu de la prolifération et de la 
différenciation des cellules épithéliales intestinales. Chaque crypte est une glande 
et joue un rôle crucial dans la sécrétion d'électrolytes, d'ions bicarbonate, de chlore 
et d'eau. Le côlon adulte, quant à lui, ne possède pas de villosités et est composé 
essentiellement de structures cryptales (Figure 1B). 
1.2.2 L'axe crypte-villosité 
L'intestin est un système cellulaire à renouvellement extrêmement rapide. On 
considère que l'ensemble de l'épithélium intestinal est renouvelé tous les 2-7 jours. 
(BRITTAN et WRIGHT, 2002). L'unité fonctionnelle de renouvellement de l'épithélium 
dans l'intestin grêle est l'axe crypte-villosité (Figure 1) (SANCHO, et al., 2004). Le 
processus de renouvellement de l'épithélium est assuré par les cellules souches 
multipotentes logées à la base des cryptes intestinales. Dans la littérature, il est 
maintenant accepté que la population totale de cellules souches intestinales est 
divisée en deux catégories, soit les cellules CBC (cell columnar base cell) et les +4 
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LRC (Label retaining cell) (BARKER, et al., 2008). En condition normale, le 
renouvellement complet de l'épithélium est assuré uniquement par les cellules 
CBC. Par contre, lors d'une situation de stress et/ou dans le cas où les cellules 
CBC sont endommagées et rendues non fonctionnelles, il y a prolifération des 
cellules +4 LRC. Ces cellules sont normalement quiescentes et ne prolifèrent que 
pour s'auto-renouveler et renouveler la population de cellules souches de type 
CBC (SCOVILLE, et al., 2008). 
Afin de renouveler l'épithélium intestinal, les cellules souches CBC ont la capacité 
de s'auto-renouveler soit par division asymétrique ou encore symétrique 
(SNIPPERT, et al., 2010). Lorsqu'elles se divisent de façon asymétrique elles donnent 
naissance aux cellules filles du transit d'amplification (MARSHMAN, et al., 2002). Le 
transit d'amplification est une région de la crypte qui s'étend à partir du deuxième 
tiers de la crypte et qui est suivie d'une région de différenciation terminale qui se 
termine à la jonction du début de ta villosité intestinale. Les cellules du transit 
d'amplification sont des cellules déterminées qui prolifèrent rapidement pendant un 
certain nombre de cycles et qui se différencient ensuite en l'un des quatre types 
cellulaires majoritaires de l'épithélium. Ces types cellulaires sont répartis dans 
deux populations cellulaires spécifiques à l'épithélium intestinal ; la lignée 
absorbante et la lignée sécrétoire (BARKER, et al., 2008; POTTEN, et al., 1997). 
La différenciation terminale des cellules est accompagnée d'un arrêt de 
prolifération et d'un processus de migration ascendante le long de la villosité pour 
les cellules absorbantes (entérocytes), les cellules caliciformes (mucus) et les 
cellules entéroendocrines. Les cellules retrouvées sur la villosité intestinale sont 
non prolifératives, complètement différenciées et sont éliminées par exfoliation 
lorsqu'elles atteignent l'apex de la villosité après quelques jours. Le quatrième type 
cellulaire de l'épithélium, les cellules de Paneth, suit une migration descendante 
pendant le processus de différenciation. Elles sont retrouvées dans leur état 
pleinement différencié au fond des cryptes intestinales, intercalées entre les 
cellules souches de type CBC (BARKER etCLEVERS, 2007). 
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1.2.3 Différents types cellulaires composant l'épithélium intestinal 
On dénombre quatre types cellulaires principaux qui originent de la prolifération 
des cellules souches intestinales et qui composent l'ensemble de l'épithélium 
intestinal (Figure 2). Les cryptes et les villosités intestinales sont recouvertes d'un 
épithélium simple prismatique composé en majeure partie de cellules absorbantes 
(90 %). Ces cellules, aussi appelées entérocytes, sont les seules à faire partie de 
la lignée absorbante. Elles possèdent une bordure en brosse, c'est-à-dire des 
microvillosités sur la surface apicale, ce qui permet d'accroître le potentiel 
absorbant de l'intestin (MARIEE, 2005). Une caractéristique importante des 
entérocytes est leur capacité à former plusieurs types de jonctions cellulaires 
entres-elles (jonctions serrées, adhérentes et desmosomes). Ces jonctions 
assurent la formation d'une barrière étanche qui protège contre les infections par 
les pathogènes. Les jonctions permettent également aux cellules épithéliales 
intestinales de se polariser et de présenter un domaine apical et un domaine 
basolatéral (TSUKITA, et ai., 2001 ). 
Dans la lignée sécrétrice, on retrouve trois types cellulaires. Les cellules 
caliciformes ou cellules à mucus représentent le deuxième type cellulaire le plus 
abondant dans l'épithélium intestinal. Ces cellules forment des glandes 
unicellulaires et sont dispersées sur la surface entière de l'épithélium. Leur rôle 
principal est de lubrifier la surface des villosités par la sécrétion de différentes 
protéines notamment, les mucines qui forment le mucus. Ces cellules sont 
présentes sur toute la longueur de l'intestin grêle et leur distribution augmente plus 
on avance vers l'iléon (CROSNIER, et al., 2006). Les cellules entéroendocrines plus 
faiblement présentes dans l'épithélium intestinal, on en compte de 15 à 20 par 
villosité. Elles se retrouvent surtout à la base de l'épithélium et sont remplies de 
granules de sécrétion et sont 
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Figure 2 : Le renouvellement de l'épithélium digestif est assuré par la 
prolifération des cellules souches épithéliales intestinales. Les cellules 
souches épithéliales intestinales se divisent afin de renouveller l'épithélium 
intestinal à tous les 2-7 jours. La différenciation des cellules-filles mène à la 
production de quatre types cellulaires principaux soit, les cellules de Paneth, les 
cellules entéroendocrines, les cellules à mucus et les cellules absorbantes 
(Modifiée de Barker et Clevers., 2007). 
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spécialisées en fonction de différentes hormones (i.e sécrétine, CCK, 
somatostatine, endorphine). Les cellules entéroendocrines peuvent donc être 
subdivisées en plusieurs catégories dû à la multitude de peptides qu'elles peuvent 
sécréter (CROSNIER, et al., 2006). 
Le dernier type cellulaire retrouvé au niveau de l'épithélium intestinal regroupe les 
cellules de Paneth. Ces cellules sont retrouvées exclusivement dans le fond des 
cryptes intestinales et constituent la seule population cellulaire complètement 
différenciée de ce compartiment. Ces cellules sont remplies de granules 
zymogènes qui contiennent divers peptides antimicrobiens, de même que du 
lysozyme et des défensines (CROSNIER, et al., 2006). Au niveau du côlon, on ne 
retrouve pas de cellules de Paneth. 
Plusieurs mécanismes de régulation de la prolifération et de la différenciation des 
cellules épithéliales intestinales sont répertoriés dans la littérature tels que les 
voies de signalisations classiques incluant celles du Wnt, du Notch et de la bêta-
caténine (SCOVILLE, et al., 2008; VIDRICH, et al., 2003). L'activation de ces voies de 
signalisation résulte en la modulation de facteurs de transcription spécifiques qui 
agissent en aval afin de contrôler la transcription de gènes impliqués dans des 
processus cellulaires distincts (BRIVANLOU et DARNELL, 2002). 
1.3 Le cancer colorectal 
Le cancer colorectal (CCR) est l'un des cancers avec le plus haut taux de mortalité 
dans les pays occidentaux. Il a été estimé qu'au Canada, 22 500 nouveaux cas ont 
été diagnostiqués en 2010 soit, chez 12 400 hommes et 11 200 femmes. Il a 
également été estimé à 9 100, le nombre de décès attribuables au CCR pour 
l'année 2010. Ces données font du CCR le troisième type de cancer ayant la plus 
forte incidence autant chez l'homme que chez la femme au Canada. Le CCR 
représente respectivement, la deuxième et la troisième cause de décès par cancer 
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chez les hommes et chez les femmes (Société canadienne du cancer ; 
http://www.cancer.ca). 
L'origine exacte du CCR est encore loin d'être bien définie. Cependant, dans les 
dernières années, plusieurs évidences ont permis d'identifier des mécanismes 
cellulaires impliqués dans ce processus (Ricci-VITIANI, et al., 2009). Il est maintenant 
accepté que le CCR est souvent la résultante d'une instabilité chromosomique 
menant à l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs comme les gènes APC 
et TP53, mais également de l'activation de plusieurs oncogènes comme les gènes 
RAS et BRAF et de l'activation constitutive de la voie de signalisation de la PI3 
kinase (MARKOWITZ et BERTAGNOLLI, 2009). De plus, plusieurs mutations de gènes 
essentiels à la réparation des erreurs dans l'ADN ont été répertoriées (AL-TASSAN, 
et al., 2002; KASTRINOS et SYNGAL, 2007). 
Le CCR est un cancer qui évolue suivant l'accumulation de ces nombreuses 
mutations. L'apparition progressive de ces mutations coïncide également avec la 
progression de ce type de cancer lequel, est classifié en plusieurs stades (FEARON 
et VOGELSTEIN, 1990; MARKOWITZ et BERTAGNOLLI, 2009) ce qui amène un épithélium 
colique normal à évoluer vers l'adénome puis à atteindre l'état de carcinome 
(KLUMP, et al., 2004). Puisqu'une accumulation de plusieurs mutations est nécessaire 
pour le développement tumoral, la cellule souche intestinale est soupçonnée d'être 
à l'origine du CCR (Ricci-VITIANI, et al., 2009). En effet, pour qu'une cellule puisse 
accumuler des mutations tout au long de la vie d'un individu, elle doit être en 
mesure de s'auto-renouveler et de proliférer de façon à transmettre les mutations à 
ces cellules filles (MCDONALD, et al., 2006). 
2. La transcription 
La transcription est définie comme étant un processus cellulaire qui contrôle 
l'expression des gènes. Les facteurs de transcription sont les joueurs clés qui 
participent à cette fonction biologique essentielle à toute cellule. Ils sont impliqués 
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dans le développement, ils participent à la régulation du cycle cellulaire, des 
réponses à l'environnement de même que dans la réponse aux signaux 
intracellulaires. Les facteurs de transcription lient des séquences consensus 
d'ADN présentes dans les régions promotrices des gènes et favorisent l'activation 
ou la répression transcriptionnelle dans des contextes cellulaires spécifiques. On 
dénombre plus de 2000 facteurs de transcription qui sont encodés dans le génome 
humain (BRIVANLOU et DARNELL, 2002). Ces facteurs sont classés en plusieurs 
familles grâce à leurs éléments structurels communs, leur motif de liaison à l'ADN 
et aux fonctions cellulaires dans lesquelles ils sont impliqués. Les facteurs liant 
l'ADN à l'aide d'un motif hélice-boucle-hélice, hélice-tour-hélice, à glissière à 
Leucine, à doigts de zinc sont quelques unes des familles de facteurs de 
transcription les mieux caractérisées (PABO et SAUER, 1992). 
Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription qui lient l'ADN et dont 
l'activité transcriptionnelle est contrôlée dans la plupart des cas par la liaison d'un 
ligand spécifique (GLASS et ROSENFELD, 2000). On retrouve dans cette catégorie 
plus de 45 facteurs de transcription dont, les récepteurs à l'estrogène (RE), les 
récepteurs aux glucocorticoïdes (GR), les récepteurs aux androgènes (AR), les 
récepteurs à l'hormone thyroïdienne (TR) et les récepteurs à l'acide rétinoïque 
(RAR) (BEATO, et al., 1995; PERISSI et ROSENFELD, 2005). Dans la famille des 
récepteurs nucléaires on retrouve aussi un bon nombre de facteurs dit 
« orphelins » pour lesquels aucun ligand n'a encore été identifié ou qui sont 
considérés comme étant constitutivement actifs (MANGELSDORF, et al., 1995). 
2.1 La répression versus l'activation transcriptionnelle ; mécanismes 
d'action des récepteurs nucléaires 
Les récepteurs nucléaires médient leurs effets transcriptionnels en s'associant à 
des protéines régulatrices; les corépresseurs et les coactivateurs. En absence de 
ligand, les récepteurs nucléaires à hormone thyroïdienne et les récepteurs à acide 
rétinoïque sont liés par des complexes de répression transcriptionnelle impliquant 
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plusieurs protéines dont notamment les corépresseurs NCOR1 (nuclear receptor 
corepressor 1) et SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid receptors) et 
les histones déacétylases (HDAC) (D*ERRICO et MOSCHETTA, 2008; LAZAR, 2003). 
Les HDACs sont les enzymes clés de la répression (Figure 3). Elles sont 
responsables de la déacétylation des queues des histones ce qui a pour effet de 
compacter et de rendre moins accessible la chromatine. Chez les "vertébrés, la 
famille des histones déacétylase compte 11 membres. Ceux-ci sont classés en 
quatre catégories, soit les histones déacétylases de classes I (HDAC1-3 et 
HDAC8), de classes II (HDAC4-7, HDAC9 et HDAC 10), de classes III (Sirt 1-7) et 
de classes IV (HDAC11) (MARIADASON, 2008; PERISSI, et al., 2010). Lorsque les 
queues des histones sont déacétylées et que la chromatine est dans un état 
compacté, les régions régulatrices des gènes sont beaucoup moins accessibles 
pour la machinerie transcriptionnelle. Cependant, la répression transcriptionnelle 
est souvent une étape transitoire dans l'expression des gènes. Elle permet de 
contrôler l'expression des gènes de façon précise dans des contextes spatiaux et 
temporels afin d'engendrer des réponses cellulaires spécifiques. 
Lors de la liaison du ligand au niveau des récepteurs nucléaires, il se produit un 
changement de conformation. Suite à ce changement, le complexe de répression 
est dissocié, ubiquitinylé et envoyé à la dégradation par le protéasome (Figure 4). 
Ceci permet alors le recrutement d'un complexe d'activation contenant des 
histones acétyl transférases (HAT) comme par exemple la protéine CBP/p300. Les 
HAT vont acétyler les queues des histones, et engendrer une décompaction de la 
chromatine pour la rendre accessible à la machinerie transcriptionnelle (PERISSI et 





Figura 3 : L'activité transcriptionnelle est contrôlée par deux classes 
d'enzymes qui modifient la structure de la chromatine. Les histones acétyles 
transférases (HAT) sont nécessaires à l'activation transcriptionnelle. Ces enzymes 
cause l'acétylation des queues des histones ce qui permet la décompaction de la 
chromatine, la rendant accessible à la machinerie transcriptionnelle. Les histones 
déacétylases (HDAC) sont nécessaires à la répression transcriptionnelle. La 
déacétylation des queues des histones entraîne une compaction de la chromatine. 
La chromatine ainsi modifiée n'est pas accessible pour la machinerie 
transcriptionnelle et les gènes ne peuvent donc pas être exprimés (Tirée de 
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Figure 4: La répression transcriptionnelle médiée par les récepteurs 
nucléaires est dépendante de la présence de leur ligand. En absence de leur 
ligand les récepteurs nucléaires sont occupés par le complexe de répression 
transcriptionnel formé du corépresseur NCOR1, de HDAC et plusieurs autres 
protéines. Lors de la liaison du ligand au niveau des récepteurs nucléaires, il se 
produit un changement de conformation. Suite à cet événement, le complexe de 
répression est dissocié, ubiquitinylé et envoyé à la dégradation par le protéasome. 
Ceci permet alors le recrutement d'un complexe d'activation de la transcription qui 
contient des histones acétyles transférases (HAT), ici représenté par le complexe 
p300/CBP (Tirée de Perissi et Rosenfeld., 2005). 
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2.2 Implication des récepteurs à hormones thyroïdiennes et à l'acide 
rétinoïque dans le maintien de l'homéostasie épithéliale intestinale. 
Comme mentionné plus tôt, les récepteurs à hormones thyroïdiennes (TR) et à 
l'acide rétinoïque (RAR, RXR) font parties de la super famille des récepteurs 
nucléaires (KRESS, et al., 2009). Ce sont des facteurs de transcription dont l'activité 
est généralement dépendante de la liaison d'un ligand. Ce ligand est recruté au 
niveau de leur LBD (ligand-binding domain). Ces récepteurs médient leurs effets 
transcriptionnels en liant des séquences spécifiques d'ADN au niveau des régions 
régulatrices de leurs gènes cibles via leur domaine de liaison à l'ADN. 
Il existe deux types de récepteurs TR encodés par deux gènes, soit TRalpha et 
TRbeta. Il existe plusieurs isoformes de ces récepteurs et ceux-ci sont dérivés de 
l'usage de promoteurs alternatifs pour chacun de ces gènes. Cependant, il est 
reconnu que seul l'isoforme TRalphal est un véritable récepteur nucléaire. Celui-ci 
est exprimé spécifiquement au niveau de l'épithélium de l'intestin grêle, des 
poumons, du cerveau et dans l'embryogenèse précoce (KRESS, et al., 2009). Au 
niveau nucléaire, les TR lient l'ADN via des éléments de réponse spécifiques à ce 
type de récepteur, les TRE (thyroid response element) dont la séquence est 
« TGACTCA » (XIE, et al., 1995). L'activité des TR est modulée par leur liaison à 
l'hormone thyroïdienne T3 (3,5,3'-L-triiodothyronine). La T3 lie préférablement des 
hétérodimères de TRalphal et de récepteur à l'acide rétinoïque RXR. Sa liaison 
entraîne une activation ou une répression transcriptionnelle des gènes cible (YEN, 
2001). Les premières évidences qui ont suggéré un rôle des TR dans la prolifération 
cellulaire sont venues d'études démontrant que la T3 est essentielle au 
remodelage des tissus qui formeront l'intestin chez l'amphibien au cours de son 
processus de métamorphose (ISHIZUYA-OKA et SHl, 2008). L'hormone T3 est 
également responsable de la régulation de la prolifération et de la différenciation 
des cellules progénitrices intestinales (PLATEROTI, et al., 2001). Il a été démontré 
qu'une de ces cibles transcriptionnelles est le gène de la bêta-caténine dans les 
cellules épithéliales intestinales (PLATEROTI, et al., 2006). 
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La famille des récepteurs à l'acide rétinoïque (RA) comporte deux types de 
récepteurs, soit les RAR et les RXR. L'activité des récepteurs RAR est contrôlée 
par deux produits dérivés de la vitamine A présente dans la diète, l'acide 
rétinoïque tout-trans et l'acide rétinoïque 9-cis. Les récepteurs RXR ont quant à 
eux un seul ligand, soit l'acide rétinoïque 9-cis. Les récepteurs à l'acide rétinoïque 
lient les séquences consensus d'ADN « AGGTCA » séparées par 1, 2 ou 5 paires 
de bases au niveau des promoteurs de gènes cibles sous forme de complexes 
d'hétérodimères (RAR/RXR) ou d'homodimères (RXR/RXR) (MANGELSDORF, et al., 
1995; PARISOTTO, et al., 2006). Il existe également d'autres familles de récepteurs 
(PPAR, FXR, LXR, Nurrl) qui peuvent s'associer aux récepteurs de type RXR et 
ainsi former des hétérodimères impliqués dans la réponse à l'acide rétinoïque. Les 
récepteurs RAR et RXR sont également subdivisés en trois sous types, soit les 
membres alpha, bêta et gamma. Ceci augmente le nombre de combinaisons 
possibles et la spécificité des réponses cellulaires pouvant être médiées par l'acide 
rétinoïque. Au niveau de l'épithélium intestinal, la vitamine A joue un rôle important 
dans la différenciation et le maintien de l'intégrité de la muqueuse épithéliale 
intestinale en favorisant le renouvellement de celle-ci (BALTES, et al., 2004; IWATA, 
2009). Il est également connu que la vitamine A interfère dans le recrutement des 
lymphocytes T spécifiques au système digestif. L'utilisation d'un modèle animal 
soumis à une diète complètement dépourvue de vitamine A a démontré qu'il y 
avait absence complète de cellules T CD4+ et CD8+ au niveau de la lamina 
propria de ces animaux (IWATA, et al., 2004). Les modulateurs de la vitamine A sont 
donc très importants dans l'acquisition de l'immunité du système digestif. 
3. Le corépresseur nucléaire NCOR1 
3.1 Le gène NCOR1 
Le corépresseur NCOR1 (nuclear receptor corepressor 1) est une composante clé 
de la répression active de plusieurs gènes. Il a été identifié pour la première fois en 
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1995 comme étant responsable de la répression transcriptionnelle médiée par 
l'hétérodimère TR/RXR en absence d'hormone thyroïdienne. Suite à son 
identification, le gène NCOR1 a été cloné et positionné sur le chromosome 
17p11.2. (HORLEIN, et al., 1995). Le gène NCOR1 encode pour une protéine de 
270kDa qui possède une forte homologie de séquence avec le corépresseur 
SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid receptors). SMRT est également 
connu sous le nom de NCOR2 et a été identifié par une approche similaire à celle 
utilisée pour l'identification du corépresseur NCOR1 (CHEN et EVANS, 1995; PERissi, 
et al., 2010) (Figure 5). 
3.2 Domaines fonctionnels de la protéine et partenaires d'interaction 
Suite à la purification du complexe de répression par des techniques biochimiques 
(GST-pulldown et essais de double hybride chez la levure), un grand nombre de 
protéines ont été identifiées comme partenaires d'interaction de NCOR1 et leurs 
rôles dans le complexe de répression de NCOR1 ont été définis. Ces protéines 
interagissent avec NCOR1 via divers domaines structuraux de la protéine. 
3.2.1 Les domaines d'interaction aux récepteurs nucléaires (NRIDs) 
Les corépresseurs NCOR1 et SMRT sont majoritairement nucléaires et 
contiennent tous deux trois domaines d'interaction aux récepteurs nucléaires 
appelés NRID et positionnés en C-terminal de la protéine (LAZAR, 2003; WEBB, et al., 
2000). Les domaines NRID contiennent un motif de liaison spécifique 
(LXXXIXXXI/L) qui est caractérisé par la présence de plusieurs résidus isoleucine 
appelée boîte CoRNR (L/IXXI/VI) (HU et LAZAR, 1999). Ces trois domaines médient 
les interactions avec les récepteurs nucléaires selon des combinaisons différentes 
et spécifiques à chaque classe de récepteurs. Le corépresseur NCOR1 peut lier 
une multitude de récepteurs nucléaires, incluant les récepteurs à hormones 
thyroïdes (TR), à l'acide rétinoïque (RAR et RXR), mais également les récepteurs 
orphelins PPAR (GURNELL, et al., 2000) et ROR (HARDING, et al., 1997). 
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure du corépresseur 
nucléaire NCOR1. La protéine NCOR1 comprend 2440 acides aminés ce qui lui 
confère un poids moléculaire de 270 kDa. NCOR1 possède trois domaines de 
répression (RI, Il et III) de même que plusieurs domaines d'interaction avec les 
récepteurs nucléaires (NRID). La protéine NCOR1 possède également deux 
domaines SANT responsable de l'interaction avec les HDAC. NCOR1 interagit 
spécifiquement avec son cofacteur HDAC3 via son domaine SANT2. Plusieurs 
autres facteurs de transcription son également capables d'interagir avec le 
corépresseur via différentes régions de la protéine (Tirée de Jepsen et Rosenfeld 
2001). 
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3.2.2 Les domaines de répression (RDs) 
Les corépresseurs NCOR1 et SMRT possèdent chacun, trois domaines de 
répression (RD) qui sont responsables du recrutement des protéines présentes 
dans le complexe de répression (JEPSEN et ROSENFELD, 2002). TBL1 est la première 
protéine à avoir été identifiée dans ce complexe (GUENTHER, et ai., 2000). 
Les protéines adaptatrices TBL1 (transducin beta-like 1) et TBLR1 (transducin 
beta-like 1 X-linked receptor 1) contiennent un motif de répétitions WD-40 qui 
s'associe au domaine RD1 de NCOR1 et forme le complexe d'échange des 
corépresseurs/coactivateurs (NCoEx) (PERissi, et al., 2004; YOON, et al., 2003). Lors de 
la liaison du ligand, le complexe d'échange recrute le complexe 
ubiquitine/proteasome 19S et mène à la dégradation du complexe de répression. 
Les protéines TBL1 et TBLR1 jouent donc un rôle essentiel dans la stabilité du 
complexe de répression et dans l'activation des gènes. La protéine GSP2 (G 
protein pathway suppressor 2) interagit également avec le domaine RD1 de 
NCOR1 de même qu'avec TBL1 afin de promouvoir l'assemblage du complexe 
NCOR1-HDAC3 (ZHANG, et al., 2002). 
3.2.3 Les domaines SANT (SWI3/ADA2/NCOR/TFIID) 
Pour NCOR1 et SMRT, les domaines responsables du recrutement des HDAC est 
le domaine DAD (deacetylase activating domain) composé des domaines SANT 1 
et SANT2. Ces domaines sont responsables du recrutement des HDAC, les 
enzymes essentielles à la répression transcriptionnelle grâce aux modifications 
qu'elles apportent à la structure de la chromatine au niveau des promoteurs des 
gènes cibles. Bien que le domaine SANT 1 ne soit pas essentiel, le domaine 
SANT2 est essentiel pour l'interaction de NCOR1 ou SMRT avec HDAC3, HDAC1 
et CoREST (BATTAGLIA, et al., 2010). Plusieurs données de la littérature suggèrent 
que les corépresseurs NCOR1 et SMRT s'associent préférablement à HDAC3 et 
ce, via son domaine DAD (ALENGHAT, et al., 2008; GUENTHER, et al., 2000; WEN, et al., 
2000, YOON, et al., 2003). 
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3.3- Les fonctions connues de NCOR1 
Comme mentionné précédemment, NCOR1 est un corépresseur impliqué dans la 
régulation transcriptionnelle de divers gènes cibles et ce, dans plusieurs contextes 
spécifiques. Au cours des dernières années, plusieurs équipes de recherche se 
sont intéressées à identifier les cibles et les rôles associés à ce corépresseur. 
3.3.1 Implication de Ncorl dans l'érythropoïèse chez la souris 
Suite à la découverte de la protéine Ncorl et à l'identification de ses partenaires 
d'interaction impliqués dans la répression transcriptionnelle, le rôle biologique de 
Ncorl a été investigué in vivo (JEPSEN, et al., 2000). La réalisation d'un modèle murin 
invalidé pour le gène Ncorl a démontré que la délétion du gène codant pour Ncorl 
chez la souris est létale. En effet, ces animaux ne survivent pas au-delà du jour 
15.5 embryonnaire car ils sont anémiques et présentent des problèmes au niveau 
de l'érythropoïèse définitive. Puisque l'expression de SMRT n'est pas affectée 
dans ce modèle, cette étude démontre que SMRT ne peut pas compenser pour la 
perte de Ncorl et que les deux corépresseurs ont des fonctions différentes. 
3.3.2 Implication de Ncorl dans la différenciation neuronale chez la souris 
Une étude a démontré que Ncorl joue un rôle dans le processus de différenciation 
des cellules souches neuronales (HERMANSON, et al., 2002). La mise en culture de 
cellules souches neuronales isolées des cortex cérébraux d'animaux de type 
sauvage et d'animaux Ncorl -/- a démontré que les cellules mutantes pour Ncorl 
sont incapables de s'auto renouveler et se différencient de façon spontanée en 
astrocytes (HERMANSON, et ai., 2002). 
3.3.3 NCOR1 et le contrôle de la réponse inflammatoire 
Bien que le corépresseur NCOR1 puisse s'associer aux récepteurs à l'hormone 
thyroïdienne et à l'acide rétinoïque, il peut également moduler l'expression de 
certains gènes via l'association avec des facteurs de transcription autres que les 
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récepteurs nucléaires. Les facteurs NFkB (p65, p50) et AP-1 (c-jun, c-fos) 
contrôlent l'activation de plusieurs gènes responsables du déclenchement d'une 
réponse inflammatoire (OGAWA, et al., 2004). Afin de prévenir une réponse 
inappropriée et de maintenir l'homéostasie, l'expression de ces gènes doit être 
hautement contrôlée tant au niveau de leur activation que de leur répression. 
Plusieurs études ont récemment démontré un lien direct entre NCOR1 et la 
répression de gènes pro et anti-inflammatoires, via son association avec les 
facteurs de transcription de la famille NFKB et AP-1 (GHISLETTI, et al., 2009; OGAWA, 
et al., 2004). Ces études suggèrent que le corépresseur NCOR1 fait partie d'un point 
de contrôle essentiel à l'intégration des signaux reliés à la réponse inflammatoire, 
mais également relié à l'activation des macrophages. , 
3.3.4 Un nouveau lien transcriptionnel entre NCOR1 et le gène PEDF 
(pigment epithelium derived-factor) 
Dans notre laboratoire, nous nous sommes intéressés à définir le rôle de NCOR1 
au niveau des cellules épithéliales intestinales. Dans un premier temps, nous 
avons démontré que Ncorl est exprimé au noyau des cellules épithéliales 
intestinales chez la souris et que son expression protéique décroît graduellement 
en partant de la crypte vers la villosité. L'utilisation du modèle cellulaire Caco 2/15, 
un modèle de cellules épithéliales intestinales qui possèdent la propriété de se 
différencier spontanément en culture à l'atteinte de la confluence, nous a permis 
d'observer que l'expression de NCOR1 est forte et soutenue lorsque les cellules 
sont prolifératives à sous confluence (CHANTRET, et al., 1988). Cependant, lors de 
l'atteinte de ia confluence où il y a enclenchement du processus de différenciation 
et arrêt de prolifération, l'expression de NCOR1 chute radicalement suggérant un 
lien entre l'état prolifératif des cellules et l'expression élevée du corépresseur 
(DOYON, et al., 2009). 
En utilisant le modèle cellulaire IEC6, soit des cellules épithéliales intestinales 
isolées à partir de cryptes d'intestin grêle de rats, nous avons démontré que Ncorl 
contrôle la prolifération des cellules épithéliales intestinales puisqu'une perte 
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d'expression via l'utilisation d'un ARN interfèrent, entraîne un arrêt rapide de la 
prolifération cellulaire (QUARONI, et al., 1978). Afin de mieux comprendre ce 
phénotype, nous avons réalisé une micropuce à ADN et avons identifié 395 cibles 
potentielles modulées à la hausse en absence du corépresseur. Parmi celles-ci, 
nous avons identifié le gène PEDF (pigment epithelium derived-factor) dont 
l'expression était augmentée de plus de 7 fois en absence de NCOR1. Lorsque 
nous avons surexprimé PEDF dans le modèle IEC6, nous avons observé un 
ralentissement de la prolifération de ces cellules. Toutefois, ce ralentissement 
n'était pas aussi drastique que celui obtenu en absence de NCOR1 (DOYON, et al., 
2009). 
4. Le gène suppresseur de tumeur PEDF 
4.1 Généralités 
PEDF est une protéine faisant partie de la superfamille des «serine protease 
inhibitor», dénommées aussi serpines. Chez l'humain, cette superfamille regroupe 
environ 500 protéines qui se subdivisent en deux catégories qui elles-mêmes se 
divisent en plusieurs groupes (SILVERMAN, et al., 2001). Une de ces catégories 
compte le plus de membres et est composée d'inhibiteurs de protéases qui 
régulent divers processus cellulaires comme l'inflammation, la coagulation 
sanguine, le remodelage de la matrice extracellulaire, l'apoptose et le 
développement (SILVERMAN, et al., 2001; VAN GENT, et al., 2003). Dans cette catégorie, 
on retrouve notamment la a1-antitrypsine, la a1-antichymotrypsine, Pantithrombin 
III et l'héparine cofactor II. La deuxième catégorie regroupe les protéines qui ne 
sont pas des d'inhibiteurs de protéase, dont PEDF. Les serpines qui ne sont pas 
inhibitrices de protéases ont différentes fonctions, dont le transport d'hormones, le 
rôle de chaperones cellulaires et dans certains cas, un rôle de suppresseur de 
tumeurs. 
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À cause de son homologie de séquence avec les membres de la famille des 
serpines, PEDF est également connue sous le nom de SerpinFI et est classée 
dans le sous-groupe des serpines qui ne sont pas inhibitrices de protéases 
(TOMBRAN-TINK, et al., 1996). La protéine PEDF a été identifiée pour la première fois 
en 1991 par l'équipe de Tombran-Tink et ce, dans du milieu conditionné provenant 
de la culture de cellules épithéliales pigmentaires de la rétine (RPE) (TOMBRAN-
TINK et JOHNSON, 1989; TOMBRAN-TINK, et ai., 1991). Lors de sa découverte, les 
auteurs ont montré que PEDF était responsable d'induire la différenciation des 
cellules de rétinoblastomes humain (Y-89) en cellules neuronales non 
prolifératives. Ces observations ont permis d'identifier PEDF comme un facteur de 
neurodifférenciation (STEELE, et al., 1993). 
4.2 Le gène PEDF humain 
Suite à son identification, le gène PEDF a été cloné et situé sur le chromosome 
17p13.1, une région contenant plusieurs gènes reliés au cancer (STEELE, et al., 1993; 
TOMBRAN-TINK, et al., 1994). Ce gène d'environ 16 kb comprend 8 exons et 7 introns. 
Il encode une protéine de 418 acides aminés qui contient un signal de sécrétion 
formé d'acides aminés hydrophobiques (acides aminés 1-17). La protéine PEDF a 
un poids moléculaire de 46.3 kDa et peut être glycosylée par l'addition d'une seule 
chaîne d'hydrates de carbones, ce qui lui donne un poids apparent de 50 kDa 
(Figure 6). 
Jusqu'à maintenant, il a été démontré que le gène PEDF est exprimé dans 
plusieurs tissus humains dont le foie, les testicules, l'estomac, les ovaires, la 
prostate, les yeux, le coeur, le côlon, le cerveau et la moelle épinière (BILAK, et al., 
1999; BROWNE, et al., 2006; CHEUNG, et al., 2006; SAWANT, et al., 2004; TOMBRAN-TINK, et 
al., 1996). 
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4.3 Structure de la protéine PEDF; les différentes composantes 
fonctionnelles 
Les rôles cellulaires de PEDF sont nombreux et variés. Dans la littérature, 
plusieurs études décrivent ses propriétés anti-angiogéniques, neurotrophiques et 
de facteur de différenciation. Ces fonctions sont associées à des contextes 
cellulaires précis et sont attribuables à deux épitopes fonctionnels de la protéine 
(Figure 6). L'épitope 34-mer qui correspond aux acides aminés 24 à 57 est 
uniquement associé à la fonction anti-angiogénique de PEDF (FILLEUR, et al., 2005; 
MIROCHNIK, et al., 2009). L'épitope 44-mer est quant à lui, lié à l'activité 
neurotrophique et à la capacité de différenciation cellulaire induite par PEDF. Cet 
épitope est compris entre les acides aminés 58 à 101. Des expériences de 
surexpression des épitopes 34 et 44-mer ont démontré que ceux-ci sont suffisants 
pour reproduire les différents effets associés à la protéine PEDF de type sauvage 
(BILAK, et al., 2002). 
Une autre caractéristique importante de la protéine PEDF est la distribution 
asymétrique de ses charges ce qui lui permet d'interagir avec une grande variété 
de glycoprotéines. D'un côté de la protéine, on retrouve une grande densité de 
résidus basiques. Ceux-ci lui confère une charge positive et favorise la liaison avec 
l'héparine et les glycosaminoglycans comme l'hyaluronan (HA). De l'autre côté, 
des résidus acides lui donne une charge négative et lui permet d'interagir avec le 
collagéne de type I (BECERRA, et ai., 2008; BERNARD, et ai., 2009). Cette propriété 
confère à PEDF la capacité de lier plusieurs composantes de la matrice 
extracellulaire et influence ses nombreuses fonctions biologiques. Cette protéine 
possède trois sites de phosphorylation qui peuvent réguler ses fonctions. Les 
sérines 24 et 114 sont phosphorylées par la caséine kinase 2, tandis que la sérine 
227 est phosphorylée par la protéine kinase A (MAIK-RACHLINE et SEGER, 2006). 
L'utilisation de différents mutants de phosphorylation a permis de démontrer que 
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Sites de phosphorylation Site de phosphorylation 
par la casein kinase 2 par la protein kinase A (PKA) 
Asn77 Thr121 
Arg140 Lys166-167 AAsp256-258 
Sites de liaison k l'héparine Sites de liaison au coliagène 
(a.a positivement chargés) (aa négativement chargés) 
| 134-mer peptide (Asp44-Asn77) 
Activités: anti-anglogénique, anti-tumorale, 
et apoptose cellulaire 
m 44-mer peptide (Val78-Thr121 ) 
Activités : Neurotrophique et différenciation cellulaire 
Figure 6 : Représentation schématique de la structure de la protéine PEDF. 
La protéine PEDF est composée de 418 acides aminés ce qui lui confère un poids 
moléculaire de 46 kDa. Elle possède deux épitopes fonctionnels, le 34 et le 44-mer 
peptide, auxquels sont associés ses nombreux rôles biologiques. La protéine 
PEDF possède trois sites de phosphorylation soit, les sérines 24 et 114 qui sont 
phosphorylées par la caséine kinase 2 et la sérine 227 qui est phosphorylée par la 
protéine kinase A. Lorsque PEDF est glycosylée, elle possède un poids apparent 
de 50 kDa. La protéine PEDF possède également une distribution assymétrique de 
ses charges la rendant capable d'intéragir avec l'héparine ou le collagène 
(Modifiée de Ek et coll., 2006). 
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les phosphorylations sur les sérines 24 et 114 permettent d'augmenter l'activité 
anti-angiogénique de PEDF et diminuent son activité neurotrophique. Par contre, la 
phosphorylation sur la sérine 227 réduit l'activité anti-angiogénique de PEDF et n'a 
pratiquement pas d'effets sur son activité neurotrophique. 
4.4 Mécanismes d'action de PEDF: récepteurs cellulaires 
Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de la protéine PEDF, plusieurs 
études ont tenté d'identifier des récepteurs potentiels. La première évidence d'un 
récepteur cellulaire pour PEDF est venue de l'identification d'une protéine de 80 
kDa au niveau des cellules rétiniennes et neuronales capables de lier la protéine 
PEDF radiomarquée par l'iode-125. Par la suite, il a été démontré que cette 
interaction était médiée par l'épitope 44-mer et que des protéoglycans tels que 
l'héparine et l'héparine sulfate pouvaient interférer dans la liaison entre PEDF et ce 
récepteur (ALBERDI, et al., 1999; ALBERDI, et al., 2003). 
L'équipe de Becerra en 2006, a utilisé un système double hybride chez la levure 
pour identif ier un second récepteur de PEDF. Le criblage d'une banque d'ADN 
complémentaire provenant de foie humain en se servant de PEDF comme appât, a 
permis d'obtenir un fragment possédant 100 % d'homologie avec la séquence 
d'un ARNm exprimé chez les cellules pigmentaires de la rétine (RPE) 
correspondant au PNPLA2 (PLA2/nutrin/patatin-like phospholipase domain-
containing 2). Cette homologie parfaite entre les deux messagers et la taille de la 
protéine encodée par ceux-ci (80 kDa) a suggéré qu'il s'agisse du même récepteur 
identifié par Alberdi en 1999. Suite, à cette étude, ce partenaire de liaison a été 
nommé PEDF-R et est surtout associé à la fonction neurotrophique de PEDF 
(FILLEUR, et al., 2009; NOTARI, et al., 2006). 
Plus récemment, l'utilisation d'un système double hybride a permis d'identifier un 
second récepteur de PEDF, le récepteur aux laminines de 67 kDa. Contrairement 
au récepteur PEDF-R qui médie les actions de PEDF au niveau des cellules RPE 
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et des neurones, le récepteur aux laminines de 67 kDa est impliqué dans le rôle 
anti-angiogénique de PEDF et est exprimé à la membrane plasmique des cellules 
endothéliales. Ce récepteur n'est pas en mesure de lier l'épitope 44-mer, mais lie 
de façon très spécifique le 25-mer, une région contenue dans le 34-mer (BERNARD, 
et al., 2009). 
4.5 Les divers rôles connus de PEDF dans la littérature 
4.5.1 PEDF est un facteur neurotrophique et neuroprotecteur 
Depuis son identification en 1989, PEDF a été décrit comme étant le facteur 
présent dans le milieu conditionné des cellules pigmentaires de la rétine (RPE) 
responsable de la neurodifférenciation des cellules de rétinoblastomes Y-89 
(TOMBRAN-TINK et JOHNSON, 1989). Suite à son identification, des études ont montré 
que PEDF est exprimé par les cellules RPE et dans la matrice située entre les 
cellules RPE et les photorécepteurs (TOMBRAN-TINK, et ai., 1991; TOMBRAN-TINK, et ai., 
1995). D'autres études ont aussi rapporté que l'expression de PEDF est détectée 
dans la plupart des régions du système nerveux (BILAK, et al., 1999; TOMBRAN-TINK, et 
ai., 1996). Il a été démontré que PEDF est un facteur de neuroprotection et qu'il 
active la voie NFKB afin protéger les cellules granuleuses du cortex cérébélleux de 
l'apoptose et de la toxicité au glutamate (TOMBRAN-TINK et BARNSTABLE, 2003). Le 
traitement des neurones immatures avec PEDF diminue le niveau d'expression de 
l'inhibiteur IKB et augmente le niveau de phosphorylation de l'inhibiteur kBa. 
L'activation de cette voie augmente l'expression de cibles anti-apoptotiques 
comme Bcl-2, Bcl-xl et la manganèse superoxide dismutase (YABE, et al., 2001). 
4.5.2 PEDF inhibe l'angiogenèse 
De façon générale, l'angiogenèse est un processus physiologique qui consiste en 
la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de ceux qui sont existants. 
L'angiogenèse est un processus très important dans la croissance, dans le 
développement et dans la réparation tissulaire de chaque individu (CARMELIET, 
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2005; FOLKMAN, 2007). Cependant, elle est également une étape cruciale dans la 
tumorigenèse puisqu'elle permet un apport constant en oxygène, en facteurs de 
croissance et en nutriments. L'angiogenèse tumorale favorise souvent la transition 
d'un stade dormant de la tumeur à un stade malin. La tumeur, une fois 
vascularisée, peut prendre beaucoup plus d'expansion et dans certains cas, mener 
à la formation de métastases. 
La régulation de l'angiogenèse est effectuée par deux classes de protéines : les 
facteurs pro et anti-angiogéniques. PEDF est l'un des inhibiteur des plus puissants 
de l'angiogénèse tel que rapporté dans la littérature (FERNANDEZ-GARCIA, et al., 2007; 
REN, et al., 2005). Il a été montré que PEDF remplie cette fonction en jouant sur la 
prolifération, sur la migration et sur la survie des cellules endothéliales de deux 
façons (DAWSON, et al., 1999). Premièrement, une étude a démontré que PEDF 
intervient dans la voie extrinsèque d'apoptose qui implique le récepteur de mort 
cellulaire Fas/CD95 (BOUILLET et O'REILLY, 2009). En effet, PEDF augmente 
l'expression du ligand Fas (FasL) et de son récepteur Fas/CD95 dans les cellules 
endothéliales ce qui résulte en l'activation de la cascade apoptotique qui implique 
la caspase 8 (AURORA, et al., 2010; VOLPERT, et al., 2002). 
Deuxièmement, il est maintenant admis que PEDF régule la survie des cellules 
endothéliales via l'activation de la voie des MAPK/p38. Un des rôles des facteurs 
pro-angiogéniques est la déphosphorylation du facteur de transcription NFATc2 
localisé dans le cytoplasme des cellules endothéliales. Cette déphosphorylation 
résulte en une translocation nucléaire de NFATc2 et mène à l'expression de C-
FLIP, un dominant négatif endogène de la caspase-8 conduisant ainsi à la 
résistance à l'apoptose. Lorsque PEDF est présent, il active la voie des MAPK/p38 
dans les cellules endothéliales ce qui résulte en l'activation de JNK-2. La kinase 
JNK-2 phosphoryle le facteur de transcription NFATc2 qui se retrouve séquestré 
dans le cytoplasme. Dans cette situation, il n'y a donc pas transcription du facteur 
anti-apoptotique c-FLIP (ZAICHUK, et al., 2004). Il a également été admis que lorsque 
PEDF active la voie MAPK/p38 dans les cellules endothéliales, il y a activation 
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dépendante de la phospholipase A2-a cytosolique (cPLA2-a) ce qui entraîne 
l'activation du récepteur nucléaire PPARy et ultimement de p53 menant à 
l'apoptose des cellules endothéliales. La phospholipase A2-a jouerait donc un rôle 
essentiel dans l'action pro-apoptotique médiée par PEDF au niveau des cellules 
endothéliales (HO, et al., 2009). 
4.5.3 PEDF est un gène suppresseur de tumeur 
Dans les dernières années, plusieurs études ont suggéré que PEDF puisse agir 
comme gène suppresseur de tumeur. Bien que PEDF exerce une activité anti­
tumorale via sa propriété anti-angiogénique et que cette propriété fût la première à 
éveiller l'intérêt des chercheurs pour une cible thérapeutique potentielle, il est 
maintenant évident que PEDF a d'autres rôle anti-tumoraux comme la 
différenciation tumorale, le contrôle de la prolifération tumorale et un important 
potentiel apoptotique (EK, et al., 2006). Plusieurs groupes se sont intéressés à 
étudier les fonctions biologiques de cette molécule dans des modèles tumoraux in 
vitro et in vivo (BROADHEAD, et al., 2009). Il est connu que PEDF a un effet anti­
tumoral direct dans les mélanomes (ORGAZ, et al., 2009), dans les ostéosarcomes 
(EK, et al,, 2007; EK, et al., 2007), dans le cancer des ovaires (CHEUNG, et al., 2006), dans 
le cancer de la prostate (HALIN, et al., 2004; MALIN, et al., 2010; QlNGYl, et al., 2009) ainsi 
que dans plusieurs autres cancers. 
Une étude récente a montré que l'expression de PEDF est élevée dans les 
mélanocytes, mais qu'elle diminue graduellement dans la progression maligne des 
mélanomes humains jusqu'à être totalement perdue dans les cas de mélanomes 
hautement invasifs (ORGAZ, et al., 2009). La réduction de l'expression de PEDF par 
l'utilisation d'un ARN interfèrent dans deux lignées mélanocytaires peu invasives a 
permis d'observer une augmentation significative de la prolifération, de la migration 
et du potentiel invasif de ces cellules. Des essais de colonisation ont permis de 
montrer que suite à l'injection de ces cellules dans la veine de la queue de souris 
nues, il y avait formation de métastases dans les poumons de ces souris. 
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L'absence de PEDF est donc responsable, dans ce contexte, à l'augmentation 
certaines caractéristiques métastatiques de ces cellules, normalement peu 
invasives. Par contre, ces essais ne récapitulent pas toutes les étapes du 
processus métastatique comme l'invasion et la dégradation de la matrice. 
L'équipe de Jiang a montré que lorsqu'on abolit l'expression de PEDF dans des 
cellules cancéreuses pulmonaires A549, il y a augmentation de la prolifération 
cellulaire (ZHANG, et al., 2005). Cette même équipe a également utilisé une banque 
de tissus provenant de 91 patients atteints de cancer NSCLC (non small cell lung 
cancer) pour montrer que PEDF est diminué chez ces patients et que cette 
diminution corrèle avec les stades les plus avancés, les plus grosses tumeurs et 
avec le plus faible taux de survie à long-terme des patients (ZHANG, et ai., 2006). De 
plus, l'utilisation de protéine recombinante humaine PEDF chez les cellules A545 
entraîne une baisse significative de la croissance, de la motilité et de l'adhésion au 
matrigel de ces cellules cancéreuses (CHEN, et al., 2009). 
Il a été démontré que les souris déficientes pour l'expression de PEDF présentent 
une augmentation de la masse et de la vascularisation de la prostate et du 
pancréas exocrine. Il semblerait que l'expression de PEDF soit aussi sensible aux 
hormones androgènes et à l'hypoxie (DAWSON, et al., 1999; DOLL, et al., 2003). Il est 
bien documenté dans la littérature que les androgènes contrôlent la 
néovascularisation de la prostate en affectant l'expression du facteur pro-
angiogénique VEGF. Il a également été démontré que la protéine PEDF sécrétée 
par les cellules épithéliales de prostate humaine (PrEC) dans le milieu de culture 
inhibe la migration des cellules endothéliales in vitro. Des analyses histologiques 
ont montré que PEDF est présent dans les cellules épithéliales humaines de la 
prostate, qu'il est très fortement exprimé dans les hyperplasies bénignes de la 
prostate (BPH), mais qu'il est indétectable dans des tissus cancéreux prostatiques 
humains (DOLL, et al., 2003). Une équipe a aussi rapporté que l'expression de PEDF 
est plus faible dans les néoplasies intra-épithéliales de haut grade (HGPIN) et que 
ceci correspond à un mauvais pronostique (QlNGYi, et al., 2009). 
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5. Problématique, hypothèse et objectifs 
Très peu d'études se sont intéressées à détailler l'expression de PEDF dans 
l'intestin humain de même que son potentiel anti-tumoral dans le CCR. Dans notre 
laboratoire, nous avons démontré que PEDF est exprimé dans les cellules 
épithéliales intestinales en absence du corépresseur nucléaire NCOR1 (DOYON, et 
al., 2009). 
L'hypothèse de recherche de ce travail est que la transcription du gène PEDF est 
contrôlée par NCOR1 au niveau des cellules épithéliales intestinales humaines et 
que PEDF agit comme gène suppresseur de tumeurs. Trois objectifs principaux de 
recherche ont été développés pour répondre à cette hypothèse. 
Objectif 1 : Déterminer comment est régulé le gène PEDF. 
Objectif 2 : Déterminer si PEDF agit comme gène suppresseur de tumeurs dans 
les cellules cancéreuses colorectales humaines. 
Objectif 3 : Déterminer quel est le statut de PEDF dans le CCR. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Culture cellulaire 
1.1 Les cellules 293T 
Les cellules 293T (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis) sont 
des cellules transformées de rein foetal humain. Elles ont été cultivées dans du 
milieu de culture DMEM (Dubelco's modified Eagles's médium) (Gibco BRL, 
Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de sérum bovin foetal (FBS) (Wisent, 
St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Gibco BRL, Burlington, Canada), 0,01 mM 
d'HEPES (Gibco BRL, Burlington, Canada) et 100 jxg/ml de 
pénicilline/streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Canada). Les cellules 293T ont 
été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène (BD Falcon, 
Durham, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le 
milieu de culture des cellules a été changé tous les deux jours et les cellules ont 
été passées dans un ratio 1:10 lorsqu'elles atteignaient 90-100 % de confluence. 
1.2 Les cellules Caco 2/15 
Les cellules Caco 2/15 sont des cellules épithéliales intestinales correspondant à 
un clone dérivé de la lignée parentale Caco2 isolée à l'origine d'un 
adénocarcinome colorectal humain (BEAULIEU et QUARONI, 1991). Ces cellules 
possèdent la capacité d'entamer un processus de différenciation spontané à 
l'atteinte de la confluence (ROUSSET, 1986). Elles ont été cultivées dans du milieu de 
culture DMEM supplémenté avec 10 % de FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 mM 
d'HEPES et 100 fxg/ml de pénicilline/streptomycine. Les cellules Caco 2/15 ont été 
cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène à 37 °C dans un 
environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été 
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changé tous les deux jours. Une attention particulière a été portée à la confluence 
des cellules entre chaque passage. Les cellules ont été passées dans un ratio 1 : 6 
lorsqu'elles étaient à un maximum de 80 % de confluence afin d'éviter l'apparition 
de cellules en processus de différenciation. 
1.3 Les cellules HT29 et HCT116 
Les cellules HT29 sont des cellules épithéliales intestinales isolées d'un 
adénocarcinome de côlon humain et les cellules HCT116 proviennent d'un 
carcinome colorectal humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, 
États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture McCoy's 5a Médium 
Modified (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS, 2 mM 
de glutamine, 0,01 mM d'HEPES et 100 ng/ml de pénicilline/streptomycine. Les 
cellules HT29 HCT116 ont été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de 
polystyrène à 37 °C dans un environnement contenant 5% de C02. Le milieu de 
culture des cellules a été changé tous les deux jours. Ces cellules ont été passées 
dans un ratio 1:10 lors de l'atteinte de la confluence. 
1.4 Les cellules SW480 
Les cellules SW480 sont des cellules épithéliales intestinales humaines et 
proviennent d'un adénocarcinome colorectal (American Tissue Culture Collection, 
Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture 1X 
Leibovitz' s L-15 (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de 
FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 mM d'HEPES et 100 ng/ml de 
pénicilline/streptomycine. Les cellules SW480 ont été cultivées dans des boîtes de 
culture cellulaire de polystyrène à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de 
CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les deux jours. Ces 
cellules ont été passées dans un ratio 1 : 4 lors de l'atteinte de 80 % de 
confluence. 
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1.5 Les Cellules DLD1 
Les cellules DLD1 sont des cellules épithéliales intestinales humaines qui 
proviennent d'un adénocarcinome colorectal. (American Tissue Culture Collection, 
Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture RPMI-
1640 (Gibco BRL, Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % FBS, 2 mM de 
glutamine, 0,01 mM d'HEPES et 100 jag/m! de pénicilline/streptomycine. Les 
cellules DLD1 ont été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène 
à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de C02. Le milieu de culture des 
cellules a été changé tous les deux jours. Les cellules DLD1 ont été passées dans 
un ratio 1:10 lors de l'atteinte de la confluence. 
2. Extraction des protéines cellulaires 
2.1 Lysat de protéines totales 
Lorsque les cellules ont atteint la confluence souhaitée, le milieu de culture a été 
aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid (137 mM de 
NaCI, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na2HP04 et 2 mM de KH2P04) et resuspendues 
dans un tampon de lyse complet 1X (50 mM Tris-CI, 150 mM NaCI, 1 % NP-40, 
0,5 % Na-deoxycholate) préalablement supplémenté avec 1 % de cocktail 
d'inhibiteur de protéases (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 0,2 mM 
d'orthovanadate de sodium (Na3V04 ) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 50 mM 
de fluorure de sodium (NaF) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada). Les cellules 
resuspendues ont été lysées sur glace pour une période de 10 minutes. Les 
surnageants ont été récoltés suite à 15 minutes de centrifugation à vitesse 
maximale à 4 °C et congelés à -80 °C. Les protéines ainsi extraites ont été dosées 
à l'aide de la technique de Bradford (BioRad, Mississauga, Canada) et la densité 
optique a été mesurée avec un spectrophotomètre à une densité optique de 
595 nm. 
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2.2 Fractionnements subcellulaires 
2.2.1 Enrichissement nucléaire pour l'analyse par gel de rétention 
Lorsque les cellules ont atteint la confluence souhaitée, le milieu de culture a été 
aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid. Les cellules 
ont été récoltées à l'aide d'un grattoir dans un petit volume de PBS 1X et 
centrifugées à 200 X g pour 5 minutes à 4 °C. Le culot de cellules a été pesé et les 
cellules ont été resuspendues dans le tampon hypotonique (10 mM HEPES, 1,5 
mM MgCI2, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, 1 % d'inhibiteurs de protéases, 200 pM 
Na3VC>4, 50 mM NaF) à raison de 5 fois le volume du culot de cellules. Les cellules 
ont été centrifugées à 800 X g pendant 5 minutes à 4 °C. Le culot de cellules a par 
la suite été resuspendu dans le tampon hypotonique à raison de 3 fois le volume 
du culot initial et placé sur glace pour 10 minutes. Les cellules ont été 
homogénéisées avec un pilon B et centrifugées à 1200 x g pour 15 minutes à 4 °C. 
Le surnageant ainsi récolté correspond à la fraction cytoplasmique. Le culot a été 
resuspendu goutte-à-goutte avec 0,5 fois le volume du culot de tampon à faible 
concentration de sel (20 mM HEPES, 1,5 mM MgCI2, 20 mM KCI, 0,2 M EDTA, 
25 % glycérol, 0,5 mM DTT, 1 % inhibiteur de protéases, 200 pM Na3V04, 50 mM 
NaF). Par la suite, le tampon à haute concentration de sel (20 mM HEPES, 1,5 mM 
MgCfe, 1,2 M KCI, 0,2 M EDTA, 25% glycérol, 0,5 mM DTT, 1 % inhibiteur de 
protéases, 200 pM Na3V04, 50 mM NaF) a été ajouté goutte-à-goutte dans un 
volume correspondant à 0,5 fois le volume du culot initial. Les tubes ont été agités 
à 4 °C pendant 30 minutes et centrifugés pendant 30 secondes à 17 000 x g à 4 
°C afin que le surnageant contenant les protéines nucléaires puisse être récolté. 
Les lysats ont été congelés à -80 °C jusqu'à l'utilisation. 
2.2.2 Fractionnement subcellulaire complet 
Lors de l'atteinte de la confluence souhaitée, le fractionnement subcellulaire 
complet des cellules a été effectué à l'aide de la trousse « ProteoExtract 
Subcellular Proteome Extraction Kit » (Calbiochem, Darmstadt, Allemagne), selon 
les recommandations du fournisseur. L'utilisation de cette technique a permis 
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d'obtenir quatre fractions cellulaires distinctes, soit ; le cytosol (Fraction I), les 
membranes et les organelles (Fraction II), le noyau (Fraction III) et le cytosquelette 
(Fraction IV). Les protéines des différentes fractions ont été dosées à l'aide de la 
technique BCA (Thermo Fisher Scientific, Rockford, États-Unis). 
3. Immunobuvardages 
Des gels d'acrylamide précoulés NuPAGE (Invitrogen, Burlington, Canada) ont été 
utilisés pour la migration de divers échantillons protéiques. Pour la détection de la 
protéine PEDF, des gels 10 % ont été utilisés avec un tampon de migration TA 1X 
(50 mM Tricine, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 8,24). Pour la 
détection de la protéine NCOR1, des gels à gradient 3-8% ont été utilisés, de 
même qu'un tampon MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 
mM EDTA, pH 7,7). Les gels NuPAGE ont été équilibrés à la température de la 
pièce. Les échantillons protéiques ont été préparés dans un volume total de 13 ^L. 
Un mélange contenant 5 pi du tampon d'échantillons NuPAGE LDS sample buffer 
(lithium dodecyl sulfate) 4x (Invitrogen, Burlington, Canada) et 2 pi d'agent de 
réduction NuPAGE sample reducing agent (Invitrogen, Burlington, Canada) a été 
ajouté à chaque échantillon protéique de même qu'au standard protéique Full 
Range Rainbow (GE Healthcare, Piscataway, États-Unis). Les échantillons et le 
standard ont été chauffés à 70 °C pendant 10 minutes. Les échantillons ont été 
déposés sur gel et la migration a été effectuée dans le tampon TA à 150 volts 
pendant 60 minutes et dans le tampon MOPS 1X à 200 volts pendant 70 minutes 
contenant tous deux de l'antioxydant (Invitrogen, Burlington, Canada). Suite à la 
migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF (Roche 
Diagnostic, Laval, Canada) à 30 volts pendant 60 minutes pour PEDF et 120 
minutes pour NCOR1. Le transfert a été effectué dans du tampon de transfert (25 
mM Bicine, 25 mM bis tris, 1 mM EDTA, pH 7,2) (Invitrogen, Burlington, Canada) 
contenant de l'antioxydant (Invitrogen, Burlington, Canada). La membrane a été 
bloquée pendant au moins 30 minutes à la température de la pièce dans le tampon 
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de blocage (10 % lait écrémé en poudre, PBS 1X, 0,1 % Tween20). L'anticorps 
primaire a été dilué dans la solution de blocage (voir tableau 1) et la membrane a 
été incubée dans celui-ci toute la nuit sur une plaque agitatrice à 4 °C. La 
membrane a été lavée deux fois 15 minutes dans le PBX 1X, 0,1 % Tween 20 à la 
température de la pièce avec une agitation constante. L'anticorps secondaire a été 
dilué dans la solution de blocage et la membrane a été incubée dans cette solution 
à la température de la pièce pendant 45 minutes. La membrane a été lavée deux 
fois 15 minutes dans le PBX 1X, 0,1 % Tween 20 à la température de la pièce 
avec une agitation constante. Les antigènes de la membrane ont été révélés grâce 
à la trousse de détection ECL+ (Amersham Biosciences, Québec, Canada). La 
membrane a été exposée sur un film autoradiographique développé dans une 
chambre noire (Amersham Biosciences, Québec, Canada). 
Tableau 1 : Liste des anticorps et des dilutions utilisées pour les 
immunobuvardages 
Anticorps Compagnie et 
# Catalogue 





chez le lapin 






chez le lapin 
1 : 1000 
RAR a SCBT; 
(C-20) : ss-551 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez le lapin 
1 : 1000 
RXRa SCBT; 
(D-20) : sc-553 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez le lapin 
1 : 1000 
Actine SCBT; 
(C-11) : sc-1615 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez la chèvre 
1 : 1000 
Lamine B SCBT; 
(M-20) : sc-6217 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez la chèvre 
1 : 1000 
p-Tubuline SCBT; 
(H235) : sc-9104 
Anticorps 
polyclonal purifié 
chez le lapin 
1 : 1000 
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4. Analyse des ARNs 
4.1. Extraction des ARNs totaux de cellules en culture 
L'extraction des ARNs totaux des cellules a été réalisée avec la trousse 
commerciale ToTALLY RNA (Ambion, Austin, États-Unis) selon le protocole fourni. 
Lors de la récolte des cellules, le milieu de culture a été aspiré et les cellules ont 
été lavées deux fois au PBS 1X. Par la suite, la solution de dénaturation a été 
ajoutée à chaque Pétri et les cellules ont été récoltées à l'aide d'un grattoir. Les 
cellules ont été homogénéisées et lysées dans la solution de dénaturation à l'aide 
de plusieurs pipettages successifs. Le lysat a été récolté dans un microtube et un 
« volume de départ » de Phénol: Chloroforme: IAA a été ajouté au lysat. Les 
échantillons ont été vortexés pour une minute et placés sur glace pour une période 
de 5 minutes avant d'être centrifugé à 10 000 -12 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. 
La phase supérieure aqueuse a été transférée dans un nouveau tube. Le volume 
ainsi obtenu a été mesuré et 1/10 du volume en acétate de sodium 3 M, pH 4,5 a 
été ajouté. Les échantillons ont été vortexés pour une minute, placés sur glace 
pour 5 minutes et centrifugés à 10 000 - 12 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. La 
phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube et un volume 
d'isopropopanol froid a été ajouté. Les échantillons ont été mélangés par une 
dizaine d'inversions, placés à -20 °C pour 30-60 minutes puis centrifugés à 10 000 
- 12 000 x g à 4 °C pour 15 minutes. Le surnageant a été aspiré en faisant bien 
attention au culot d'ARN. Le culot a été séché à 37 °C pendant quelques minutes. 
Les ARNs ont été resuspendus dans 100 pL d'eau DEPC (Diethyl pyrocarbonate) 
(Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et ils ont été laissés à la température de la pièce 
pour 10 minutes et chauffés à 70 °C pour 3 minutes afin de dissoudre 
complètement le culot d'ARNs. Les échantillons ont par la suite été vortexés à 
vitesse moyenne afin d'aider la dissolution complète. Un demi-volume de LiCI a été 
ajouté aux échantillons et ceux-ci ont été mélangés par une dizaine d'inversions, 
incubés à -20 °C pour 30 à 60 minutes et centrifugés à 10 000 - 12 000 x g à 4 °C 
pour 15 minutes. Le surnageant a été aspiré et le culot d'ARNs a été lavé (vortexé 
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à vitesse moyenne) avec 300 pi d'éthanol 70 % et centrifugé à 3 000 x g à 4 °C 
pour 5 minutes. L'éthanol a été éliminé complètement et les culots séchés à l'air 
libre pendant quelques minutes. Les ARNs ont été resuspendus dans 10 à 40 pi 
d'eau DEPC selon la taille du culot. Afin de maximiser la solubilisation des ARNs, 
les échantillons ont été laissés à la température de la pièce pour 10 minutes et 
chauffés à 70 °C pour 3 minutes. Les échantillons ont par la suite été vortexés à 
vitesse moyenne et resuspendus par pipettages consécutifs. Les ARNs ont subi un 
traitement à la DNase (1 unité de l'enzyme/microtube) (Roche, Laval, Québec) 
dans du tampon DNAse 1X (100 mM Tris pH 7,5, 25 mM MgCI2, 5 mM CaCI2) 
(Roche, Laval, Québec) à 37 °C pendant 60 minutes. La DNase a été inhibée par 
l'ajout d'EDTA à 5 mM et chauffage à 75 °C pour 10 minutes. Les ARNs ont été 
dosés et conservés à -80 °C jusqu'à utilisation. 
Certains échantillons d'ARNs utilisés dans cette étude ont été obtenus via une 
banque de tissus de CCR en collaboration avec le laboratoire de la Pre. Julie 
Carrier du Département de Médecine de la FMSS. Il est à noter que ceux-ci ont été 
préparés selon un protocole similaire au nôtre. 
4.2 Réaction de transcription inverse 
De l'ADNc a été produit à partir des ARNs extraits des cellules en culture en 
utilisant l'enzyme transcriptase inverse (RT) (Roche, Laval, Canada). Pour ce faire, 
2 ng d'ARNs ont été dilués dans un volume final de 10 ^L. Les ARNs ont été 
chauffés à 75 °C pendant 5 minutes afin de dénaturer les structures secondaires. 
Suite au chauffage, les échantillons ont rapidement été placés sur glace pour 5 
minutes. À chacun des échantillons, les réactifs suivants furent ajouté à la réaction 
de transcription inverse, soit ; 4 p.L de tampon AMV-RT 5X (250 mM Tris-HCI, 40 
mM MgCI2, 150 mM KCI, 5 mM dithiothréithol; pH 8,5) (Roche, Laval, Canada), 0,8 
I^L de dNTPs 25mM (Amersham Biosciences, Laval, Canada), 2,4 nL d'oligos dT 
(Amersham Biosciences, Laval, Canada), 1 ^L d'inhibiteur de RNAses (Roche, 
Laval, Canada) et 1,5 p.L de l'enzyme transcriptase inverse (Roche, Laval, 
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Canada). La réaction a été effectuée dans un bain à 42 °C pendant 60 minutes. 
L'enzyme a été inactivée par un chauffage à 95 °C pendant 5 minutes. Les ADNc 
obtenus ont été conservés à -20 °C jusqu'à l'utilisation. 
4.3 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
4.3.1 PCR semi-quantitatif 
Les réactions de polymérisation en chaîne ont été effectuées dans le S1000 
Thermal Cycler (BioRad, Mississauga, Canada) dans un volume total de 25 ^L. 
Les oligonucléotides utilisés pour les amplifications ont été commandées de chez 
Integrated DNA technologies (IDT, Coralville, États-Unis). Pour chaque réaction, 
un mélange contenant 2,5 pL du tampon de réaction 10X (final 1X: 20 mM Tris-
HCI, 10 mM (NH4)2S04, 10 mM KCI, 2 mM MgS04, 0,1 % Triton X-100, pH 8,8 à 
25 °C) (NEB, Pickering, Canada), 0,2 ^L de dNTPs (25mM), 10 nM de chaque 
amorce d'amplification (Tableau 2), 0,2 jiL d'enzyme Taq (NEB, Pickering, 
Canada), 1 ^L d'ADNc synthétisé et 19,1 j*L d'eau bidistillé stérile pour compléter 
le volume. 
4.3.2 PCR quantitatif en temps réel 
Les réactions de PCR quantitatif en temps réel ont été réalisées avec l'appareil 
LightCycler 1.5 (Roche, Laval, Canada) et la trousse QuantiTect SYBR green RT-
PCR (Qiagen, Mississauga, Canada). Les oligonucléotides utilisés pour les 
amplifications ont été commandées de chez Integrated DNA technologies (IDT, 
Coralville, États-Unis). Les réactions ont été effectuées selon les recommandations 
du détaillant. Un mélange a été préparé contenant 10 i^L du réactif SYBR green, 6 
jaL d'eau bidistillée stérile, 1 fxL de chacune des amorces d'amplification (10 
nM/jiL) pour chaque échantillon à amplifier. À ce mélange, a été ajouté 2 ^L d'ADN 
complémentaire de chacun des échantillons. Un capillaire contenant le mélange 
réactionnel, mais ne contenant pas d'ADN complémentaire, a été utilisé comme 
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contrôle négatif. Les amplifications ont été réalisées selon le protocole détaillé 
dans le tableau 2. 
Tableau 2 : Cycles d'amplification par PCR quantitatif en temps réel 
Nombre de cycles Étapes Température (°C) Durée 
1 Activation 95 00 15 00 
50 Amplification 94 00 00 15 
Température 
d'hybridation (59) 
00 00 30 
72 00 00 30 
1 Courbe de 95 00 00 00 
dénatu ration 65 00 00 30 
95 00 00 00 
1 Refroidissement 40 00 00 30 
Tableau 3 : Liste des oligonucléotides utilisés pour les réactions de 




Oligonucléotide du brin 
matrice (5'-3') 






(990 et 1140) ACGCTAT GGCTT GGATT CAG GACTT GGT GACTT CGCCTT C 59 
NCOR1 
(2191 et 2362) GCTAAAATGGTGGGAACGAA CAGAAACAGTGGAAGCGACA 59 
RARot 
CCTCC CTACGCCTTCTTCTT AGGGCTGGGCACTATCTCTT 59 
RXRct 
(202 et 371) CAGGT GAACT CCTCCCT CAC GAGCT GAT GACCGAGAAAGG 59 
Récepteur 
Laminine 67KDa 
(46 et 258) GTTCT GGATT CCCGT CGTAA AGCTTCTCCCAGGTCCTCTT 
59 
PEDF-R 
(745 et 926) CATCACAGTGTCCCCCTTCT ATCCCT GCTT GCACAT CTCT 59 
TBP 
(1009 et 1139) GGGGAGCT GT GAT GT G AAGT GGAGAACAATT CT GGGTTT G A 59 
RPLP0 
(836 et 977) GCAAT GTT GCCAGT GT CT G GCCTTGACCTTTTCAGCAA 59 
f)2mic 
(89 et 425) T CGCGCTACT CT CTCTTT CT G TCAATGT CGGAT GGATGAAA 59 
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5. Gels de rétention 
5.1 Hybridation des sondes 
Les oligonucléotides ont été achetés chez Integrated DNA technologies (IDT, 
Coralville, États-Unis) et correspondent à 8 sites de liaison potentiels spécifiques 
aux récepteurs hétérodimères RARa et RXRa au niveau du promoteur de PEDF 
(Tableau 4). Les oligonucléotides ont été hybridés (25 ng de chacun) dans du 
tampon d'hybridation 10X (100 mM Tris-CI, 500 mM NaCI, 10 mM EDTA, pH 8). 
L'hybridation a été effectuée à l'aide du S1000 Thermal Cycler (BioRad, 
Mississauga, Canada) selon le protocole suivant; 1 cycle à 95°C pendant 5 
minutes, 30 cycles à 95°C - 1°C/ cycle, I cycle à 65°C (TM) pendant 10 minutes et 
40 cycles à 65°C -1°C /cycle. 
5.2 Marquage des sondes radioactives 
Les sondes obtenues suite à l'hybridation ont été marquées avec de l'adénosine 
triphosphate (ATP) y-32P Easy Tides (Perkin Elmer, Laval, Canada) à l'aide de 
l'enzyme T4 DNA polynucléotide kinase (PNK) (NEB, Pickering Canada) dans son 
tampon de réaction 10X (700 mM Tris-HCI, 100 mM MgCI2, 50 mM DTT, pH 7,6) 
(NEB, Pickering, Canada). Brièvement, les oligonucléotides hybridés (1 pg/pl) ont 
été diluées à 100 ng/pl et la réaction d'échange d'ATP y-32P a été préparée. 11 JJI 
d'eau stérile, 2 pi de tampon T4 DNA PNK 10X, 5 pi d'ATP y-32P et 1 pl de 
l'enzyme T4 DNA PNK (10 U) ont été ajoutés aux oligonucléotides dilués. La 
réaction a été incubée à 37 °C pendant 45 minutes. Les sondes marquées ont été 
purifiées avec les colonnes ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham 
Biosciences, Québec, Canada) selon le protocole fourni par le détaillant. 
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5.3 Migration sur gel acrylamide 
Les échantillons de protéines nucléaires de cellules 293T utilisés dans ces essais 
ont été préparés selon le protocole d'enrichissement nucléaire décrit 
précédemment (voir section 2.2.1). Les cellules ont été transfectées ou non avec 
les vecteurs d'expression RXRa et/ou RARa (OpenBiosystems, Huntsville, États-
Unis) en utilisant la lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, États-Unis) suivant 
les recommandations du détaillant. 
Les gels non dénaturants utilisés pour la migration ont été préparés à une 
concentration de 5 % de bis-acrylamide dans du tampon de migration TGE 0,5X 
(0,2 M glycine, 0,025 M Tris, 1 mM EDTA). Les échantillons ont été préparés en 
combinant 4 pg de protéines nucléaires, 12 pL de tampon de liaison D 2X (20 mM 
Hepes pH 7,9, 20 % glycérol, 0,2 mM EDTA et 0,50 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride (PMSF)), 1 pL de Poly (dl-dC) (50 ng/pL) (Amersham Biosciences, 
Pickering, Canada), 0,4 pL KCI 3M et 2 pL de la sonde diluée à 25 000 cpm pour 
un total de 24 pl par échantillon. Les anticorps RARa et RXRa (600 ng) (voir 
Tableau 1) ont été utilisés afin de réaliser le supershift des complexes. Les 
échantillons ont été mélangés rapidement et la réaction de liaison fut effectuée sur 
glace pour une période de 10 minutes. Les échantillons ont été chargés sur le gel, 
ayant subi une pré-migration de 60 minutes à 120 volts, et ont été migrés dans du 
tampon TGE 0,5X pendant 4 heures à 120 volts. Suite à la migration, le gel a été 
démoulé, séché à 80°C pendant 60 minutes, placé dans une cassette 
Phosphorlmager et exposé sur un écran de type K screen pendant la nuit à -80 °C. 
L'écran a été lu, le lendemain, au Phosphorlmager (BioRad, Mississauga, 
Canada). 
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Oligonucléotide sens (5'-3') Oligonucléotide 
non sens (5'-3') 
VDR/RXR 93-117 TCAGCAGGGTGAGGCAGGAGAACCT AGGTTCTCCTGCCTCACCCTGCTGA 
RAR/RXR 145-161 CAGGGGTGCAATGTCGGCTCACTGC GCAGT G AGCCGACATT GCACCCCT G 
CAR/RXR 218-242 ACCTTAGGTCAATGTATCACACTGT ACAGTGTGATACATTGACCTAAGGT 
VDR/RXR 484 - 508 GCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATC GATCTCAGCTCACTGCAACCTCCGC 
VDR/RXR 523 - 547 TTGGGAGT CT GAGGCAGGAG AAT CA TGATTCTCCTGCCTCAGACTCCCAA 
VDR/RXR 665 - 689 CACTTTGGGAGACCGAGGCCGGGGG CCCCCGGCCTCGGTCTCCCAAAGTG 
RAR/RXR 773 - 797 T CACCT G AGGTCAGGAGTT CAAGAC GTCTT G AACT CCT G AC CT C AGGT G A 
PPAR/RXR 927 - 949 CAGCAGTGGGTTAAAGTTAACAC GT GTTAACTTTAACCCACT GCTG 
é* Clonage du promoteur du gène PEDF humain 
&1 Amplification du promoteur du gène PEDF par PCR 
Les oligonucléotides utilisés pour réaliser le clonage du promoteur de 1000 pb du 
gène PEDF ont été achetés chez Integrated DNA technologies (IDT, Coralville, 
États-Unis) (Tableau 5). Une amplification par PCR a été réalisée en utilisant de 
l'ADN génomique de côlon fœtal humain. L'amplification a été réalisée par 
l'enzyme polymérase iproof High Fidelity (BioRad, Mississauga, Canada) suivant 
les recommandations du détaillant. Le programme PCR suivant a été utilisé: 1 
cycle à 98 °C pendant 30 secondes, 35 cycles répétant trois étapes; 10 secondes 
à 98 °C, 30 secondes à 58 °C et une minute à 72 °C et 1 cycle d'élongation finale 
à 72 °C pendant 5 minutes. 
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6.2 Clonage du produit de PCR dans le vecteur PGL3basic 
Le produit de PCR obtenu a été migré sur gel et purifié à l'aide d'une colonne PCR 
montage (Millipore, Billerica, États-Unis) selon les recommandations du détaillant. 
Puisque le produit de PCR avait été amplifié avec l'enzyme iproof HF, celui-ci 
possédait déjà des extrémités franches. Un clonage avec extrémités franches dans 
le vecteur rapporteur luciférase PGL3basic (Promega, Madisson, États-Unis) fut 
donc effectué. Le PGL3basic (Promega, Madison, États-Unis) a été digéré avec 
l'enzyme de restriction Smal (Roche, Laval, Canada) dans le tampon de digestion 
A (Roche, Laval, Canada) pendant trois heures à 25 °C. La ligation a été effectuée 
par la T4 DNA ligase (NEB, Pickering, Canada) selon les ratios proposés par le 
manufacturier. L'intégrité du produit de PCR cloné dans le vecteur luciférase 
PGL3basic a été confirmé par séquençage via la plateforme de séquençage et de 
génotypage des génomes (Université Laval, Québec, Canada). 
Tableau 5 : Oligonucléotides utilisés pour l'amplification du promoteur du 
gène PEDF humain 
Nom de l'oligonucléotide Séquence de l'oligonucléotide (5'-3') 
LongProm Up (Brin Matrice) AGACAAGCGT GACCAAT GT G 
LongProm Dw (Brin complémentaire) AAGCGACCT GCACT CAATTT 
7. Essais luciférase 
7.1 Vecteurs utilisés 
Les essais luciférases ont été effectués avec le vecteur rapporteur luciférase PGL3 
basic dans lequel nous avons cloné le promoteur humain du gène PEDF (tel que 
décrit dans la section 6). Le vecteur rapporteur Renifla reniformis pRL-SV40 
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(Promega, Madison, États-Unis) a été utilisé comme contrôle interne afin de 
normaliser les résultats entre eux. Les vecteurs d'expression RARa et RXRa 
(OpenBiosystems, Huntsville, États-Unis) ont été utilisés pour stimuler l'activité 
transcriptionnelle du promoteur du gène PEDF. Le vecteur d'expression NCOR1 
humain a été utilisé pour médier la répression transcriptionnelle du promoteur 
PEDF. 
7.2 Transfections transitoires 
Les essais ont été réalisés dans les cellules 293T. Les cellules ont été passées la 
veille de la transfection dans des plaques de 24 puits selon un ratio permettant 
d'obtenir une confluence de 60-80 % le jour de la transfection. Des mélanges 
contenant 0,2 fjg du vecteur rapporteur luciférase PGL3basic-promoteur PEDF, 0,1 
ng du vecteur d'expression RARa et/ou RXRa, 0,2 ^g du vecteur d'expression 
NCOR1, 0,018 |j.g du vecteur rapporteur Renilla reniformis pRL-SV40 (Promega, 
Madison, États-Unis) et 2 ^L de lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
Burlington,Canada) ont été préparés dans 100 ^L de milieu opti-MEM (Gibco BRL, 
Burlington, Canada). Le vecteur pCDNA 3.1 (Invitrogen, Burlington, Canada) a été 
utilisé afin de compléter à 0,8 ng d'ADN total pour chacune des réactions. Les 
mélanges contenant les ADNs, l'optiMEM et la lipofectamine 2000 ont été incubés 
20 minutes à la température de la pièce. Pendant ce temps, le milieu de culture 
des cellules a été aspiré et remplacé par 500 ^L de milieu optiMEM. Par la suite, 
les mélanges ont été ajoutés aux cellules et celles-ci ont été transfectées pour une 
période de 4 heures. Le milieu de transfection fut par la suite retiré et 500 ^L de 
milieu de culture frais a été ajouté dans chacun des puits. Les cellules ont été 
incubées â 37 °C pendant 48 heures. 
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7.3 Mesure des activités luciférase et Rénilla 
Suite à l'incubation de 48 heures à 37 °C, le milieu de culture des cellules a été 
aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X. Les activités 
luciférase et Rénilla ont été mesurées à l'aide de la trousse Dual luciferase assay 
(Promega, Madisson, États-Unis) selon le protocole fourni par le détaillant. Toutes 
les expériences ont été répétées au moins 3 fois avec 5 réplicats pour chacune 
des conditions expérimentales. 
8. Clonage de la séquence codante de PEDF humain 
La séquence codante du gène PEDF humain a été amplifiée par PCR en utilisant 
le vecteur pTOB7/serpinF1 (OpenBiosystems MHS1011-75595, Huntsville, États-
Unis) comme matrice et les oligonucléotides décrits dans le tableau 6. La réaction 
d'amplification par PCR a été réalisée avec l'enzyme iproof hight fidelity (BioRad, 
Mississauga, Canada). Les oligonucléotides utilisés pour l'amplification par PCR 
ont été commandés chez IDT et deux sites de restriction ont été intégrés (Spel et 
EcoRI) afin de procéder à un clonage dirigé dans le vecteur de surexpression 
plentiAdapteur. Suite à l'amplification par PCR, le produit de PCR et le vecteur 
plentiAdapteur ont été migrés sur gel d'agarose, purifiés avec les colonnes High 
Pure PCR Cleanup (Roche, Laval, Canada) et digérés avec les enzymes Spel et 
EcoRI dans le tampon H (Roche, Laval, Canada) pendant 3 heures à 37 °C. La 
ligation a été effectuée par la T4 DNA ligase (NEB, Pickering, Canada) selon les 
ratios proposés par le manufacturier. L'intégrité du produit de PCR clbné dans le 
vecteur de surexpression plentiAdapteur a été confirmée par séquençage. 
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Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés pour l'amplification du gène PEDFet 
clonage dans le vecteur de surexpression plentiADAPTEUR 
Nom de l'oligonucléotide (position) Séquence de l'oligonucléotide 
(5'-3') 
PEDFhumain pTOB7/serpinf1 Spel (57) 
TCACTAACTAGTACCATGCAGGCCCTGGTG 
PEDFhumain pTOB7/serpinf1 EcoRI 
(1313) TAGTGAGAATTCTTAGGGGCCCCTGGGGTC 
9. Immunofluorescences 
9.1 Immunofluorescences sur cellules épithéliales intestinales 
La veille de l'expérience d'immunofluorescence, les lamelles pour culture cellulaire 
(VWR, Mississauga, Canada) ont été plongées dans de l'éthanol 100 % et 
passées à la flamme pour être stérilisées. Par la suite, elles ont été déposées dans 
le fond des puits d'une plaque 6 puits pour culture cellulaire (Falcon, Durham, 
États-Unis). Ces manipulations ont été effectuées sous une enceinte biologique 
afin de minimiser les risques de contamination. Les cellules d'intérêt ont été lavées 
une fois à la trypsine (Gibco BLR, Burlington, Canada) et par la suite, trypsinées 
quelques minutes à 37 °C et ensemencées sur les lamelles selon des ratios 
permettant d'obtenir la confluence souhaitée le lendemain. 
Le jour de l'immunofluorescence, le milieu de culture des cellules a été aspiré et 
les cellules ont été lavées 3 fois au PBS 1X à la température de la pièce. Les 
cellules ont par la suite été fixées dans le paraformaldéhyde (PFA) 3 % pendant 20 
minutes à la température de la pièce. Suite à la fixation, les cellules ont été lavées 
2 fois dans le PBS 1X et ont été perméabilisées dans une solution 0,2 % de triton 
X-100 dans du PBS 1X. Les cellules ont ensuite été bloquées dans une solution 
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contenant 2 % de BSA, 0,2 % triton X-100 dans du PBS 1X pour 30 minutes à la 
température de la pièce. L'anticorps primaire (PEDF; Genway) a été dilué 1 : 125 
dans la solution de blocage et 50 \iL de cette solution ont été déposés sur chaque 
lame. L'anticorps primaire a été incubé pour 90 minutes à la température de la 
pièce dans une chambre humide et les lamelles ont été lavées deux fois dans le 
PBS 1X à la température de la pièce. L'anticorps secondaire (FITC-Anti rabbit IgG; 
Vector Labs, Burlington, Canada) a été dilué 1 : 200 dans la solution de blocage et 
50 \iL de cette solution ont été déposés sur chacune des lamelles. L'anticorps 
secondaire a été incubé pendant 30 minutes à la température de la pièce dans une 
chambre humide à l'obscurité. Les lamelles ont été lavées 3 fois dans le PBS 1X et 
les lames ont été montées avec une goutte de DAPI/vectashield (Vector Labs, 
Burlington, Canada). Les lames ont été séchées et observées au microscope. Les 
lames ont été photographiées à l'aide du microscope Leica DM LB2 et de la 
caméra Leica DFC 300FX. 
9.2 Immunofluorescences sur tissus intestinaux 
Les échantillons de tissus provenant de fœtus humain ont été obtenus à la suite 
d'interruptions légales de grossesses réalisées au Centre Hospitalier Universitaire 
de Sherbrooke. Cette interruption a été effectuée en conformité avec les 
protocoles établis et approuvés par le comité d'éthique de l'Université de 
Sherbrooke. Lors de leur récolte, les tissus foetaux ont été lavés dans le PBS 1X et 
fixés dans le PFA 4 % pour toute la nuit. Le lendemain, le PFA 4 % a été remplacé 
par de l'éthanol 70 %. Les tissus ont été circulés, paraffinés et coupés par la 
plateforme de phénotypage RRTQ/Équipe IRSC sur l'épithélium digestif de 
l'Université de Sherbrooke. 
Brièvement, les lames chargées avec des coupes de 4 jiM ont été déparaffinées 
dans un four à 60 °C pendant 15 minutes suivit de deux lavages de 5 minutes dans 
le xylène. Par la suite, les tissus ont été réhydratés par des trempages successifs 
de deux fois 2 minutes dans des bains d'éthanol 100 %, 95%, 80%, 70% et 
50 
finalement dans de l'eau pour une minute. Le recouvrement des antigènes a été 
effectué en plongeant les lames dans du tampon d'acide citrique 10 mM, pH 6,0 et 
en les chauffant au micro-onde pendant 10 minutes. Les lames ont été refroidies et 
lavées dans de l'eau pour 10 minutes et dans du PBS 1X pour 5 minutes. Les 
lames ont été bloquées à l'aide du tampon PBT (PBS 1X, BSA 2 %, Triton X-100 
0.2 %) pour 30 minutes à la température de la pièce. L'anticorps primaire (PEDF; 
Genway) a été dilué 1 :125 dans le tampon PBT et a été incubé pour 90 minutes à 
la température de la pièce dans une chambre humide. Les lames ont été lavées 
deux fois dans le PBS 1X à la température de la pièce pour 5 minutes. L'anticorps 
secondaire (FITC-Anti-rabbit IgG; Vector Labs, Burlington, Canada) a été dilué 1 : 
200 dans le tampon PBT et a été incubé pendant 30 minutes à la température de 
la pièce dans une chambre humide à l'obscurité. Les lames ont été lavées 3 fois 
10 minutes dans le PBS 1X et les lames ont été montées avec une goutte de 
DAPI/vectashield (Vector Labs, Burlington, Canada). Les lames ont été séchées et 
observées au microscope. Les lames ont été photographiées à l'aide du 
microscope Leica DM LB2 et de la caméra Leica DFC 300FX. 
10. Production et infections lentivirales 
Les particules lentivirales ont été produites avec les vecteurs commerciaux PLP1, 
PLP2 et PLPvsvg. (Invitrogen, Burlington, Canada) selon les recommandations du 
détaillant. Les ADNs lentiviraux ont été transfectés (6 jag de chaque ADN) en 
utilisant le Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Canada) dans les cellules 
293T ensemencées la veille pour atteindre une confluence de 90 % le jour de la 
transfection. La transfection a été effectuée dans du milieu de culture Opti-MEM 
(Gibco BRL, Burlington, Canada) pendant une période de 4 heures à 37 °C. À la 
fin de la transfection, le milieu de transfection a été retiré et remplacé par du milieu 
de culture frais. Les cellules ont été incubées à 37 °C pendant 48 heures afin de 
permettre la production de particules virales. Le milieu de culture a été filtré sur 
filtre de 0,45 jiM, aliquoté (700 ^iL) et congelé à -80 °C jusqu'à l'utilisation. 
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Les cellules à infecter ont été passées dans des plaques de 6 puits la veille de 
l'infection de manière à viser une confluence de 50-70 % le jour de l'infection. Les 
virus ont été dégelés dans un bain à 37 °C et 0,7 nL (4 |jg/|Jl) de Hexadimethrine 
bromide (Polybrène) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été ajouté à ceux-ci. Le 
milieu de culture des cellules a été aspiré et le milieu contenant les virus (700 (aL) a 
été ajouté aux cellules et laissé incubé une heure à 37 °C. À la fin de l'incubation, 
I,3 mL du milieu de culture spécifique à chaque lignée cellulaire et contenant 13 
y.L de Hexadimethrine bromide (Polybrène) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a 
été ajouté à chacun des puits. Les cellules ont été infectées pendant 48 heures à 
37 °C avant d'entamer un processus de sélection à l'aide d'un antibiotique 
spécifique à chaque vecteur. Les cellules infectées avec la construction 
plentiAdapteur-PEDF humain ont été sélectionnées sur une période de 7 jours 
avec la blasticidine (Invitrogen, Burlington, Canada) à une concentration finale de 5 
|jg/mL. Les cellules infectées avec les vecteurs contenant des ARN interférants 
dirigés contre PEDF humain (Sigma Aldrich; Oakville, Canada) ont été 
sélectionnées sur une période de 7 jours à la puromycine (Sigma Aldrich; Oakville, 
Canada) à une concentration finale de 2,5 pg/mL. Pour chaque expérience, une 
nouvelle population de cellules a été infectée puis sélectionnée. Un contrôle 
d'infection utilisant un virus contenant un vecteur plentiGFP a également été utilisé 
dans chacune des infections. 
II. Agars mous 
Les agars mous ont été effectués dans du milieu DMEM 2X sans rouge de phénol 
supplémenté avec du sodium bicarbonate (NaHCOs) à une concentration finale de 
3700 mg/L, 20 % FBS, 4 mM de glutamine, 0,02 mM d'HEPES et 200 ng/ml de 
pénicilline/streptomycine. L'agarose de type VII (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) 
a été préparée dans de l'eau à une concentration de 2X, soit 1,4 % et autoclavée. 
L'agarose 1,4 % a été diluée avec le milieu DMEM 2X dans un ratio 1:1 afin 
d'obtenir de l'agarose 0,7 % dans du milieu DMEM 1X. Afin de former une couche 
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de fond, 1 mL d'agarose 0,7 % a été déposé dans chacun des puits d'une plaque 6 
puits et laissé à la température de la pièce pour 15 minutes pour permettre à 
l'agarose de se solidifier. Pendant ce temps, les cellules ont été comptées grâce à 
un compteur de cellules, soit l'appareil Countess cell (Invitrogen, Burlington, 
Canada) selon les recommandations du détaillant. Pour chaque condition, 35 000 
cellules ont été ensemencées dans 7 ml d'agarose 0,7 %/DMEM 1X, et 2 ml ont 
été déposés dans 3 puits d'une plaque 6 puits afin d'obtenir 3 réplicas pour 
chacune des conditions expérimentales. Du milieu DMEM 1X (milieu complet 2X 
dilué dans de l'eau stérile) a été ajouté aux puits quelques heures après 
l'ensemencement puis à tous les deux jours, à raison de 1 mL chaque fois. Les 
cellules ont été incubées de une à trois semaines à 37 °C dépendamment du type 
cellulaire. Une fois les colonies bien visibles, elles ont été colorées au MTT 1X 
(Calbiochem, Darmstadt, Allemagne) dilué dans du milieu DMEM 1X pour 3 heures 
à 37 °C. Les agars mous ont été photographiés à l'aide de l'alphalmager (Cell 
Biosciences, Santa Clara, États-Unis) et les photos ont été analysées grâce au 
logiciel ImageJ (NIH). Les essais ont été répétés au moins 3 fois avec chaque 
lignée cellulaire. 
12. Courbes de croissance cellulaire 
Les décomptes de prolifération cellulaire ont été effectués dans des plaques de 6 
puits. Les cellules vivantes ont été comptées à l'aide d'un compteur de cellules. De 
50 000 à 100 000 cellules ont été ensemencées dans trois puits pour chacun des 
temps d'intérêts. Les courbes de croissance cellulaire ont été effectuées en faisant 
le décompte des cellules vivantes sur une période de 7 à 9 jours afin de permettre 
à ces dernières d'atteindre un plateau de croissance. Lors des décomptes 
cellulaires, les cellules ont été trypsinées dans un volume minimal de trypsine 
(Gibco BRL, Burlington, Canada) et comptées directement dans la trypsine avec 
l'appareil Countess cell (Invitrogen). Du bleu trypan a été ajouté avant le décompte 
pour évaluer la viabilité cellulaire et ainsi ne compter que les cellules vivantes. 
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13. Essais in vivo 
13.1 Essais tumorigéniques 
Les souris femelles CD1 nu/nu âgées de 4-5 semaines ont été achetée (Charles 
River, Wilmington, Massachusset). Brièvement, les cellules HT29 infectées de 
manière stable avec la construction plentiAdapteur-PEDF ou plentiAdapteur-VIDE 
ont été trypsinisées, puis resuspendues dans du milieu DMEM sans sérum. Les 
cellules ont par la suite été comptées à l'aide du compteur de cellule. Le volume 
correspondant à 1 X 106 a été calculé et les cellules ont été centrifugées à 1000 X 
g pendant 5 minutes. Les cellules ont finalement été resuspendues dans 100 uL 
de milieu DMEM et injectées de façon sous-cutanée au niveau des épaules et des 
flancs dorsaux des souris préalablement anesthésiées. Les injections ont été 
réalisées après 4 à 5 jours suivant l'arrivée de ces dernières. Les cellules contrôles 
ont été injectées du côté gauche tandis que les cellules infectées avec la 
construction plentiAdapteur-PEDF ont été injectées du côté droit. La taille des 
tumeurs (longueur X largeur) a été mesurée 2-3 fois par semaines à l'aide d'un 
pied à coulisse. Le volume des tumeurs a été calculé en utilisant la formule (a) X 
(b)2 X 0.52, où b représente la plus petite mesure. Les souris ont été sacrifiées 
avant que les tumeurs n'atteignent 1 cm3. Toutes les manipulations effectuées sur 
ces animaux ont été réalisées en accord avec le comité d'éthique pour les soins et 
l'utilisation des animaux de l'Université de Sherbrooke. 
13.2 Essais d'angiogenèse 
Pour les essais d'angiogenèse, les cellules ont été préparées de la même façon 
que pour les essais tumorigénique à l'exception qu'elles ont été resuspendues 
dans 250 JAL de matrigel contenant des facteurs de croissance (Becton Dickinson 
Labware, Bedford, Massachusset). Les souris ont été sacrifiées au bout de 10 
jours. Les masses de matrigel récoltées ont été photographiées, puis mises dans 
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une solution PBS 1X, 0.1% Brij35 (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 
homogénéisées à l'aide d'un polytron. L'hémoglobine a été dosée à l'aide du 
réactif Drabkin et d'une courbe standard effectuée à partir d'hémoglobine bovine 
(Sigma Aldrich, Oakville, Canada). Toutes les manipulations effectuées sur ces 
animaux ont été réalisées en accord avec le comité d'éthique pour les soins et 
l'utilisation des animaux de l'Université de Sherbrooke. 
14. Analyses statistiques 
Les données ont été compilées et exprimées en fonction de la moyenne ± l'erreur 
standard. Les groupes de données ont été comparés par un test Student T ou un 
test ANOVA 2 voies en utilisant le logiciel GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, 
San Diego, États-Unis). 
RÉSULTATS 
1. Régulation transcriptionnelle du promoteur du gène PEDF 
1.1 Liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque au niveau du promoteur de 
PEDF 
Nous avons précédemment démontré que le transcrit du gène PEDF est augmenté 
de 7 fois dans les cellules épithéliales intestinales en culture en absence du 
corépresseur nucléaire NCOR1 suggérant une relation transcriptionnelle entre les 
deux facteurs (DOYON, et al., 2009). Afin d'identifier les facteurs pouvant être 
impliqués dans la régulation transcriptionnelle du promoteur de PEDF, une analyse 
bio-informatique du promoteur a été effectuée. Cette analyse a été réalisée à l'aide 
du programme bio-informatique Matlnspector (Genomatix, Munich, Allemagne) 
(http://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_help.html). 
Cette analyse à permis de cibler plusieurs séquences de liaison spécifiques à des 
facteurs de transcription présentent au niveau du promoteur du gène PEDF. Ces 
séquences ont par la suite été testées pour leur potentiel de liaison par gel de 
rétention (Electrophoretic mobility shift assay ; EMSA). Nous avons identifié 8 
éléments de réponse pour les hétérodimères de récepteurs à l'acide rétinoïque de 
type RXRa (Figure 7). Lors de l'analyse bio-informatique, 2 sites de liaison 
spécifiques à l'hétérodimère RXRoc/RARa ont été identifiés soit, les sites 2 et 6. 
Nous avons testé le potentiel de liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque sur les 
8 sites identifiés dans le promoteur de PEDF par gels de rétention (Figure 8). Les 
cellules 293T ont été transfectées avec un vecteur de surexpression du récepteur 
RXRa ou avec les vecteurs de surexpression des récepteurs RXRa et RARa de 
façon simultannée. Des extraits nucléaires ont été récoltés et incubés en présence 
de sondes d'ADN double brins radiomarquées avec de l'ATP y-32P et 
correspondant aux 8 sites potentiels. Cette expérience a permis d'identifier deux 
complexes de liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque pour la plupart des sites. Il 
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Promoteur humain du gène PEDF 
RAR/RXR RAR/RXR 
-902/-878 -777/753 -472/-44Ô -222/-198 
-850/-834 -511/-487 -330/-306 -68M6 
Figure 7 : Représentation schématique du promoteur du gène PEDF. Le 
promoteur de PEDF d'une longueur de 995 paires de bases et a été cloné dans le 
vecteur luciférase rapporteur pGL3basic. Une analyse bioinformatique de ce 
promoteur a montré la présence de plusieurs sites de liaison pour les facteurs de 
transcription de type récepteurs à l'acide rétinoïque. Les sites de liaison potentiels 
aux hétérodimères de récepteurs à l'acide rétinoïque de type RXRa sur le 
promoteur de PEDF sont ici représentés et leur position est indiquée par rapport 
au site d'initiation de la transcription (+1). Les sites 2 et 6 correspondent aux deux 
sites ayant la capacité de lier un hétérodimère RARa/RXRa. 
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Figure 8 : Gels de rétention démontrant la liaison spécifique des récepteurs à 
l'acide rétinoïque sur des éléments du promoteur de PEDF. Des 
oligonucléotides correspondant à huit éléments de réponse pour les récepteurs à 
l'acide rétinoïque présent sur le promoteur de PEDF et des extraits nucléaires de 
cellules 293T surexprimant le récepteur RXRa ou les récepteurs RXRa et RARa 
simultanément ont été utilisés pour tester la capacité de liaison de ces récepteurs 
au niveau du promoteur de PEDF. Des anticorps spécifiques pour RXRa et RARa 
ont été utilisés afin de valider la spécificité des complexes de liaison observés. 
Lorsque les anticorps sont ajoutés, il est possible d'observer un important retard de 
migration des complexes de liaison. Le complexe de migration 2 est spécifique et 
correspond à la liaison des récepteurs sur le promoteur de PEDF. Les sites 2 et 6 
sont les sites pouvant lier l'hétérodimère RARa/RXRa. Cette expérience est 
représentative de trois expériences indépendantes. 
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a aussi été observé que l'intensité du complexe de liaison 2 est plus élevée pour 
les sites 2 et 6 et ce, lorsque les deux types de récepteurs sont présents dans les 
échantillons protéiques nucléaires (complexe 2, puit # 3). L'utilisation d'anticorps 
spécifiques dirigés contre les récepteurs RXRa et RARa a permis d'observer la 
formation d'un complexe de « super rétention (SS) » permettant de confirmer la 
liaison de l'hétérodimère RXRa/RARa (complexe 2) au niveau des sites 2 et 6 sur 
le promoteur du gène PEDF (complexe 2, puits # 4 et 5). En effet, l'intensité du 
complexe 2 (puits # 3) pour les sites 2 et 6 diminue (puits # 4 et 5) lors de l'ajout de 
ces anticorps. Il est à noter que pour le site 6, les puits # 4 et 5 semblent être un 
peu plus foncés ce qui pourrait être dû à une plus grande quantité de sonde 
déposée sur le gel initialement. Cependant, puisqu'il est possible d'observer la 
diminution de l'intensité du complexe 2 dans les puits # 4 et 5 et ce, par rapport au 
puits #3, la spécificité du complexe de « super rétention (SS) » est confirmée pour 
le site 6. Finalement étant donné que l'intensité du complexe de liaison 1 n'est pas 
modifiée par l'ajout des anticorps spécifiques aux récepteurs, il est possible que le 
complexe 1 ne soit pas spécifique aux récepteurs à l'acide rétinoïque, mais à 
d'autres protéines présentes dans les extraits nucléaires utilisés. 
1.2 Implication des récepteurs à l'acide rétinoïque dans la répression du 
promoteur de PEDF médié par NCOR1 
Des essais transcriptionnels in vitro dans les cellules 293T ont permis de mesurer 
le potentiel d'activation des récepteurs à l'acide rétinoïque de même que le 
potentiel répressif du corépresseur NCOR1 au niveau du promoteur du gène 
PEDF. Le promoteur de 995 paires de bases du gène PEDF contenant plusieurs 
éléments de réponse spécifiques aux récepteurs à l'acide rétinoïque a été cloné 
dans le vecteur rapporteur luciférase pGL3basic (Figure 9). L'utilisation de cette 
construction, de même que l'utilisation d'un vecteur de surexpression de NCOR1 
et de vecteurs de surexpression commerciaux pour les récepteurs à l'acide 
rétinoïque RARa et RXRa dans les celllules 293T en culture a permis de montrer 



















Figure 9 : Régulation transcriptionnelle du promoteur de PEDF. Des essais 
luciférase réalisés à l'aide du vecteur rapporteur luciférase contenant le promoteur 
de PEDF ont été effectués dans des cellules 293T transfectées avec les vecteurs 
de surexpression RARa, RXRa ou encore avec les deux vecteurs simultanément. 
Les récepteurs à l'acide rétinoïque activent transcriptionnellement le promoteur du 
gène PEDF. Lorsque les vecteurs RARa et RXRa sont transfectés ensembles, ils 
activent le promoteur de PEDF de façon additive. L'utilisation d'un vecteur de 
surexpression du corépresseur NCOR1 a permis d'observer la répression 
transcriptionnelle du promoteur de PEDF en présence des récepteurs à l'acide 
rétinoïque. Cette expérience rapporte les résultats obtenus pour 5 réplicats par 
condition et a été effectuée de façon indépendante trois fois. Le graphique 
représente les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont été utilisés pour 
mesurer la significativité des résultats (*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 
59 
promoteur du gène PEDF. Des essais luciférases ont permis de démontrer que la 
surexpression du récepteur RARa ou RXRa augmente l'activité transcriptionnelle 
du promoteur du gène PEDF. Lorsque les récepteurs RARa et RXRa ont été 
surexprimés en combinaison dans le but de former des hétérodimères 
RARa/RXRa, il a été possible d'observer une augmentation de près de 6 fois de 
l'activité du promoteur de PEDF comparativement à l'activité minimale de 
cedernier (Figure 9). L'ajout du vecteur de surexpression de NCOR1 humain a 
permis de démontrer que le corépresseur a la capacité de réprimer le promoteur 
du gène PEDF et ce, dans un contexte dépendant de la présence des récepteurs à 
l'acide rétinoïque. Les résultats ont été normalisés à l'aide du vecteur Rénilla. 
Cette expérience a été effectuée 3 fois avec 5 réplicats pour chacune des 
conditions. 
2. Localisation de PEDF dans l'intestin humain 
Afin de déterminer la localisation cellulaire de PEDF dans l'intestin humain, des 
immunofluorescences ont été effectuées sur des coupes intestinales de jéjunum et 
d'iléon provenant d'un fœtus humain âgé de 20 semaines avec un anticorps 
spécifique dirigé contre la protéine PEDF. Ces expériences ont permis de 
déterminer que PEDF est présent au niveau du jéjunum et de l'iléon selon des 
patrons similaires (Figure 10). Il a également été possible d'observer que le 
marquage semblait être plus marqué à la surface apicale des cellules épithéliales 
intestinales de même que dans certaines cellules situées à la base de l'épithélium. 
La co-localisation avec le DAPI qui marque le noyau des cellules a également 
permis d'observer un marquage nucléaire de plus faible intensité. Un marquage 
plus intense a aussi été observé à la base des villosités et dans les cryptes 
intestinales. Des essais d'hybridation in situ sont présentement en cours afin de 




Figure 10 : Localisation de la protéine PEDF dans l'intestin grêle humain. La 
localisation cellulaire de la protéine PEDF humaine a été visualisée grâce à une 
expérience d'immunofluorescence réalisée sur des coupes de jéjunum (A) et 
d'iléon (B) provenant d'un fœtus humain âgé de 20 semaines. Le marquage vert 
(FITC) correspond aux cellules exprimant PEDF tandis que le marquage bleu 
(DAPI) montre les noyaux des cellules intestinales. Les cellules épithéliales 
intestinales expriment PEDF et le marquage semble être situé dans une région 
apicale des cellules. Dans le jéjunum fœtal, un marquage plus fort est observé le 
long de la villosité dans un type cellulaire jusqu'à maintenant non identifié. 
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3. Expression de PEDF l'intestin humain et dans les cellules cancéreuses 
colorectales en culture 
3.1 Expression protéique de PEDF 
L'expression protéique de PEDF dans les lignées cancéreuses colorectales 
humaines a été évaluée à l'aide d'immunofluorescences réalisées sur des cellules 
en culture. Les lignées cellulaires DLD1, HCT116, HT29, Caco 2/15 et SW480 ont 
montré des niveaux différents d'expression de PEDF. Lors de ces expériences, un 
marquage cytoplasmique diffus a été observé pour toutes les lignées cellulaires 
utilisées (Figure 11 A). Des expériences de co-localisation avec des marqueurs 
cytoplasmiques seront nécessaires afin de confirmer la localisation de PEDF dans 
les lignées cellulaires en culture. Plusieurs immunobuvardages ont également été 
réalisés pour ces mêmes lignées cellulaires. Cependant, il a été difficile d'observer 
un signal spécifique lors de ces expériences (résultats non montrés). 
3.2 Expression du transcrit du gène PEDF 
Suite à l'extraction des ARNs totaux de plusieurs lignées cellulaires intestinales, 
l'expression génique de PEDF a été mesurée par PCR quantitatif. Il a été possible 
d'observer que les diverses lignées cellulaires utilisées pour cette expérience ne 
possédaient pas les mêmes niveaux d'expression du transcrit de PEDF (Figure 
11B). Les modèles Caco 2/15 et SW480 expriment plus fortement le transcrit de 
PEDF comparativement aux modèles DLD1, HCT116 et HT29. De plus, cette 
expérience a montré que l'expression du transcrit de PEDF est augmentée à 5 
jours post confluence de 2.8 fois chez les HCT116 (p<0.0001) et de 3.2 fois chez 
les HT29 (p<0.002). Les résultats de cette expérience ont été rapportés en 
fonction du transcrit du gène de référence humain RPLPO, gène connu pour être 
exprimé de façon stable entre les diverses lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales humaines et qui ne varie pas en fonction de la confluence des cellules 









Figure 11 : Expression de PEDF au niveau de lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales humaines. (A) Immunofluorescences réalisées sur les lignées 
cellulaires Caco2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 à l'aide d'un anticorps 
spécifique dirigé contre la forme humaine de la protéine PEDF. Le marquage vert 
(FITC) correspond au marquage obtenu avec l'anticorps PEDF, tandis que le 
marquage bleu (DAPI) correspond aux noyaux des cellules. (B) Mesure de 
l'expression relative de l'ARN messager du gène PEDF humain dans les lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales humaine (Caco2/15, SW480, DLD1, HCT116 
et HT29) en fonction de la confluence cellulaire. SC : sous-confluence, PC : 5 jours 
post-confluence. L'expression de PEDF a été mesurée en duplicata dans trois 
échantillons indépendants et comparée à celle du gène RPLPO à titre de gène de 
référence. Le graphique représente les moyennes ± les SEM. Des tests T de 
Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (ns; non 
significatif, *; p<0.05, **; pcO.OI, ***; p<0.001). 
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4. Expression génique des régulateurs transcriptionnels de PEDF (NCOR1, 
RARa, RXRa) 
Suite aux essais luciférases effectués, les niveaux d'expression génique des 
régulateurs transcriptionnels de PEDF identifiés précédemment ont été mesurés 
par PCR quantitatif dans 5 lignées cancéreuses colorectales humaines. 
Des extraits d'ARN totaux de cellules cancéreuses colorectales humaines Caco 
2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 récoltés à sous confluence et à 5 jours post 
confluence ont été utilisés. L'ARN des cellules Caco 2/15 a été récolté à 15 jours 
post confluence, puisque ce modèle a la propriété d'entamer un processus de 
différenciation à l'atteinte de la confluence et que la population cellulaire n'est 
homogène qu'aux alentours du 30e jour suivant l'atteinte de la confluence (VACHON 
et BEAULIEU, 1992). L'expression du transcrit du gène corépresseur nucléaire 
NCOR1 a été mesurée par PCR quantitatif (Figure 12A). Ces résultats ont montré 
que le niveau d'expression du transcrit du gène NCOR1 varie d'une lignée à une 
autre et que dans certains cas, l'expression varie en fonction de la confluence 
cellulaire (Caco 2/15, DLD1 et HCT116). Par la suite, l'expression des transcrits 
pour les gènes des récepteurs à l'acide rétinoïque RARA (Figure 12B) et de 
RXRA (Figure 12C) a été mesurée à l'aide des mêmes extraits d'ARN. Ces 
résultats ont montré que l'expression des transcrits de ces récepteurs varie d'une 
lignée cellulaire à une autre, mais que l'expression ne varie pas en fonction de la 
confluence et ce, à l'exception du modèle SW480. Les résultats de cette 
expérience ont été ici aussi rapportés en fonction du transcrit du gène de référence 
humain RPLPO. 
5. Expression génique des récepteurs de PEDF 
Deux récepteurs de PEDF sont répertoriés dans la littérature, soient le PEDF-R 
(ALBERDl, et al., 2003) et le récepteur à laminine de 67 kDa (BERNARD, et al., 2009). 
Afin d'amorcer l'exploration des fonctions biologiques potentielles de PEDF dans 
n CD 
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Figure 12 : Niveaux d'expression des ARNm des régulateurs de PEDF au 
niveau de lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines. (A) Mesure 
de l'expression relative des ARNm du corépresseur NCOR1 dans les lignées 
cancéreuses colorectales Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 en fonction 
de la confluence des cellules. (B) Mesure de l'expression relative des ARNm du 
récepteur à l'acide rétinoïque RARa dans les lignées cancéreuses colorectales 
Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 en fonction de la confluence des 
cellules. (C) Mesure de l'expression relative des ARNm du récepteur RXRa dans 
les lignées cancéreuses colorectales Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 
en fonction de la confluence des cellules. Il est noter que SC correspond à sous-
confluence et PC à 5 jours post-confluence sauf pour la lignée Caco 2/15 qui a été 
effectuée à 15 jours post-confluence. L'expression des transcrits de tous ces 
gènes a été mesurée en duplicata dans 3 échantillons indépendants et comparée 
à celle du transcrit du gène RPLPO à titre de gène de référence. Les graphiques 
représentent les moyennes ± les SEM. Un test T de Student a été utilisé pour 
mesurer la significativité des résultats (ns; non significatif, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; 
p<0.001). 
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les cellules cancéreuses colorectales humaines, le niveau d'expression des 
transcrits de gène des récepteurs de PEDF a été mesuré par PCR quantitatif. Les 
extraits d'ARN totaux de cellules Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 et HT29 ont 
été récoltés à sous confluence et à 5 jours post confluence à l'exception du modèle 
Caco 2/15 pour qui des extraits ont été récoltés à 15 jours post confluence. Cette 
expérience a démontré que le niveau d'expression du transcrit du gène PEDF-R 
est différent d'une lignée cellulaire à une autre et que celui-ci est influencé en 
fonction de la confluence chez les 5 lignées analysées (Figure 13A). En effet, le 
niveau d'expression du transcrit du gène PEDF-R diminue de façon significative 
dans les lignées Caco 2/15, SW480 et HCT116 alors qu'il est augmenté dans les 
lignées DLD-1 et HT-29 après la confluence. De plus, lorsque le niveau 
d'expression du transcrit du gène du récepteur à laminine de 67kDa a été mesuré, 
il a également été possible de constater des variations entre les lignées cellulaires 
(Figure 13B). Cependant, la confluence des cellules ne semble pas moduler le 
niveau d'expression du transcrit du gène de ce récepteur à l'exception des lignées 
SW480 et HCT116 où, il est possible d'observer une diminution du niveau 
d'expression à 5 jours post confluence. 
6. Validation du vecteur de surexpression plentiAdapteur-PEDF 
Les cellules 293T ont été transfectées avec le vecteur plentiAdapteur-VIDE ou le 
vecteur plentiAdapteur-PEDF. Une immunofluorescence a été réalisée 48 heures 
après la transfection à l'aide d'un anticorps spécifique dirigé contre la protéine 
PEDF (Figure 14A). Cette expérience a permis de démontrer que la construction 
plentiAdapteur-PEDF permet d'exprimer la protéine PEDF comparativement au 
vecteur plentiAdapteur-VIDE tel que révélé par l'utilisation de l'anticorps PEDF. 
Puisque les cellules DLD1, HCT116 et HT29 expriment de faibles niveaux du 
messager de PEDF, elles ont été utilisées afin d'étudier les rôles biologiques de 
PEDF dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. Les cellules ont été 
infectées avec un lentivirus et sélectionnées à la blasticidine pour une période de 7 
jours afin de permettre l'intégration des constructions plentiAdapteur-VIDE ou 
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Figure 13 : Niveaux d'expression des récepteurs connus de PEDF dans les 
lignées cancéreuses colorectales humaines. (A) L'expression du transcrit du 
gène du récepteur PEDF-R a été mesurée par PCR quantitatif dans les lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales humaines Caco 2/15, SW480, DLD1, HCT116 
et HT29. L'expression a été mesurée à sous confluence et à 15 jours post 
confluence pour le modèle Caco 2/15 et 5 jours posl confluence pour les 4 autres 
lignées. (B) L'expression du transcrit du gène du récepteur à laminine de 67 kDa a 
été mesurée tel que décrit en (A). L'expression des transcrits de ces gènes a été 
mesurée en duplicata dans 3 échantillons indépendants et comparée à celle du 
transcrit du gène RPLPO à titre de gène de référence. Les graphiques représentent 
les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la 
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Figure 14 : Validation du vecteur de surexpression plentiAdapteur-PEDF. (A) 
Les cellules 293T ont été transfectées avec 4^g d'ADN du vecteur de 
surexpression plentiAdapteur-PEDF ou le vecteur plentiAdapteur-VIDE. Une 
immunofluorescence avec un anticorps spécifique dirigé contre la protéine PEDF a 
été effectuée 48 heures plus tard afin de valider la fonctionnalité du vecteur de 
surexpression plentiAdapteur-PEDF. Le marquage vert (FITC) correspond au 
marquage obtenu avec l'anticorps PEDF, tandis que le marquage bleu (DAPI) 
correspond aux noyaux des cellules. (B) Les cellules DLD1, HCT116 et HT29 ont 
été infectées avec des lentivirus plentiAdapteur-VIDE et des lentivirus 
plentiAdapteur-PEDF pendant 48 heures. Les cellules ont été sélectionnées à la 
blasticidine pendant 7 jours, puis privées en sérum pour une période de 48 heures. 
Le milieu de culture des cellules a été récolté et concentré, les protéines totales 
ont été extraites et un immunobuvardage a été réalisé. Un anticorps spécifique 
dirigé contre la protéine PEDF a été utilisé afin de valider la fonctionnalité du 
vecteur de surexpression plentiAdapteur-PEDF. 
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plentiAdapteur-PEDF de manière stable dans le génome des cellules. À la fin de la 
sélection, les cellules ont été privées en sérum afin d'éliminer toutes traces de la 
protéine PEDF présente dans le milieu de culture supplémenté en sérum. Le milieu 
de culture des cellules a été récolté 48 heures plus tard et un immunobuvardage a 
été réalisé pour vérifier la présence de PEDF sécrétée dans le milieu conditionné 
provenant de la culture des cellules ayant intégré le vecteur plentiAdapteur-PEDF 
(Figure 14B). Les protéines de ces cellules ont également été récoltées et un 
immunobuvardage a été effectué afin de détecter la présence du PEDF 
intracellulaire (Figure 14C). 
7. Effet de la surexpression de PEDF sur la prolifération des cellules 
cancéreuses coiorectales 
Nous avions démontré que lorsque surexprimé, PEDF réduit la prolifération des 
cellules épithéliales intestinales de rat IEC6 (DOYON, et al., 2009). Comme montré 
précédemment à la section 3.2, les cellules DLD1 et HT29 expriment de très 
faibles niveaux de PEDF. Ces modèles cellulaires ont été utilisés pour étudier 
l'effet de la surexpression de PEDF sur la prolifération des cellules cancéreuses 
coiorectales. Les cellules DLD1 et HT29 infectées avec des lentivirus contenant les 
vecteurs plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été comptées et un 
total de 50 000 cellules a été réparti dans 3 puits d'une plaque de culture 
contenant 6 puits de 60 mm et ce, pour chaque condition et pour chacun des 
temps de la courbe. Le décompte des cellules vivantes à différent temps a permis 
de montrer que la surexpression de PEDF dans le modèle cellulaire DLD1 (Figure 
15A) permet de diminuer la prolifération de ces cellules et ce, de manière 
significative à 4 et 6 jours de culture par rapport aux cellules ayant intégrées le 
vecteur contrôle plentiAdapteur-VIDE. Par contre, la même expérience réalisée 
avec le modèle cellulaire HT29 n'a pas permis d'observer une différence 
significative dans la prolifération des cellules surexprimant PEDF comparativement 




















Figure 15 : Effet de la surexpression de PEDF sur la prolifération des cellules 
DLD1 et HT29. (A) Les cellules DLD1 plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-
PEDF ont été comptées et un total de 50 000 cellules a été ensemencé dans 3 
puits de 60 mm par condition. Les cellules DLD1 vivantes ont été comptées aux 
jours 1,2, 5 et 7. (B) Les cellules HT29 plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-
PEDF ont été comptées et un total de 50 000 cellules a été ensemencé dans 3 
puits de 60 mm par condition et les cellules vivantes ont été comptées aux jours 1, 
2, 5 et 7. Les graphiques représentent les moyennes ± les SEM. Des tests ANOVA 
2 voies ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (ns; non 
significatif, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 
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8. Effet de la surexpression de PEDF sur la capacité de croissance en 
absence d'ancrage des cellules cancéreuses colorectales humaines. 
Les modèles cellulaires DLD1, HCT116 et HT29 ont été utilisés pour étudier l'effet 
de la surexpression de PEDF sur la capacité de croissance en absence d'ancrage 
des cellules cancéreuses colorectales humaines (Figure 16). Pour ce faire, les 
cellules DLD1, HCT 116 et HT29 ont été infectées avec des lentivirus contenant les 
vecteurs plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF puis la présence de la 
protéine PEDF a été validée par immunobuvardage dans les extraits protéiques 
totaux et le milieu de culture des cellules infectées avec la construction 
plentiAdapteur-PEDF tel que décrit à la section 6. Ce contrôle d'expression a été 
effectué pour les trois lignées pendant chacune des expériences de croissance en 
absence d'ancrage. Les cellules ont été comptées et un total de 10 000 cellules a 
été ensemencé dans de l'agarose type VII à 0.7%, DMEM 1X. Les colonies 
formées ont été colorées après 7 jours à l'aide du colorant métabolique MTT. Les 
colonies ont été comptées et leur taille moyenne a été évaluée par le programme 
ImageJ. Il a été possible d'observer une diminution significative du nombre et de la 
taille des colonies formées pour la lignée cellulaire DLD1 infectée avec le lentivirus 
plentiAdapteur-PEDF (Figure 16A et B). Des résultats similaires ont été obtenus 
avec la lignée HT29 (Figure 16C et D). Finalement, aucun changement du nombre 
ou de la taille des colonies n'a pu être observé pour la lignée HCT116 (Figure 16 
E et F). 
9. Effet de la surexpression de PEDF sur la croissance tumorale et sur 
l'angiogenèse in vivo. 
Les cellules HT29 plentiApdateur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été utilisées 
dans le but de vérifier si la surexpression de la protéine PEDF pouvait affecter la 
croissance tumorale et l'angiogenèse de cette lignée cellulaire cancéreuse 
colorectale in vivo. L'expression de la protéine PEDF a été validée par 
immunobuvardage sur les extraits protéiques totaux et le milieu de culture des 
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Figure 16 : Effets de la surexpression de PEDF sur la capacité de croissance 
en absence d'ancrage des cellules cancéreuses colorectales humaines. Les 
cellules cancéreuses colorectales humaines DLD1, HT29 et HCT116 
plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été utilisées dans des essais de 
croissance en absence d'ancrage. Un total de 10 000 cellules a été ensemencé 
dans l'agarose VII 0.7%, DMEM 1X. Les colonies ont été colorées après 7 jours à 
l'aide de MTT 1X. Le nombre de colonies ainsi que la taille de celles-ci, ont été 
comptés avec le programme ImageJ. (A) Nombre de colonies DLD1, (B) Taille 
moyenne des colonies DLD1 (pixel2) formées. (C) Nombre de colonies HT29, (D) 
Taille moyenne des colonies HT29 (pixel2) formées. (E) Nombre de colonies 
HCT116, (F) Taille moyenne des colonies HCT116 (pixel2) formées. Les essais ont 
été répétés 4 fois. (G) Photographies des colonies suite à la coloration au MTT. 
Les graphiques représentent les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont 
été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (ns; non significatif, *; 
p<0.05, p<0.01, ***; p<0.001). 
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œllules infectées avec ces deux constructions tel que décrit à la section 6. Pour 
mesurer l'effet de PEDF sur la tumorigenèse de ces cellules, celles-ci ont été 
resuspendues dans du milieu de culture DMEM et un total de 1 X 106 cellules a été 
injecté au niveau des épaules et des flancs de 14 souris femelles CD1 nu/nu. Les 
souris ont été sacrifiées au bout de 3 semaines, juste avant que les tumeurs 
n'atteignent 1-2 cm3. Les tumeurs ont été isolées et pesées. Ce résultat a permis 
de montrer que les cellules qui surexpriment la protéine PEDF forment destumeurs 
plus petites et ce, comparativement aux cellules contrôle qui ne contiennent que le 
vecteur VIDE (Figure 17). Les cellules HT29 utilisées pour l'essai de tumorigenèse 
ont également été utilisées pour réaliser un essai angiogénique in vivo. 
Brièvement, 1 X 106 cellules ont été resuspendues dans du matrigel et injectées de 
façon sous-cutanée chez 5 souris femelles CD1 nu/nu. 10 jours après l'injection, 
les souris ont été sacrifiées et les masses de matrigel ont été photographiées afin 
de pouvoir observer l'angiogenèse au niveau de ces masses de matrigel (Figure 
18). Cette expérience a permis d'observer que les vaisseaux sanguins semblent 
moins abondants au niveau des masses de matrigel formées avec les cellules 
contenant le vecteur plentiAdapteur-PEDF comparativement aux cellules contrôles. 
10. Effet de la perte d'expression de PEDF dans la lignée cancéreuse 
colorectale humaine Caco 2/15 
L'expression du gène PEDF varie d'une lignée cancéreuse colorectale à une autre. 
Tel que montré à la section 3.2, certaines lignées cellulaires expriment de forts 
niveaux de PEDF. Puisque le modèle Caco 2/15 exprime PEDF de façon stable à 
sous et à post confluence, il a été utilisé afin de déterminer l'effet de la perte 
d'expression de PEDF. Des ARNs interférants commerciaux dirigés contre le 
messager de PEDF de même qu'un ARN interfèrent contrôle ne ciblant aucun 
gène humain connu ont été utilisés. Les cellules Caco 2/15 ont été infectées avec 
des lentivirus contenant les ARNs interférants puis sélectionnées pour une période 
de 7 jours afin de permettre l'intégration ce ceux-ci dans le génome des cellules. 
L'ARN total de ces cellules a été extrait et le niveau d'expression du transcrit du 
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Figure 17 : Effet de la surexpression de PEDF sur la croissance tumorale in 
vivo. (A) Des cellules HT29 ont été infectées de façon stable avec le vecteur 
lentiviral contrôle plentlAdapteur-VIDE ou le vecteur plentiAdapteur-PEDF 
permettant de surexprimer la protéine PEDF. Un total de 1 X 10e cellules ont été 
mélangées à du milieu de culture DMEM et injectées de façon sous-cutanée dans 
14 souris femelles CD1 nu/nu. Les souris ont été sacrifiées après 21 jours et les 
tumeurs ont été pesées. (B) Les tumeurs ont été mesurées tout les 2-3 jours afin 
de tracer les courbes de croissance tumorale. Cette expérience a été effectuée 
trois fois. Les graphiques représentent les moyennes de chacune des expériences 
± les SEM. Un test test t de Student (A) et un test ANOVA 2 voies (B) ont été 




Figure 18 : Effet de la surexpression de PEDF sur l'angiogenèse in vivo. Des 
cellules HT29 plentiAdapteur-VIDE ou plentiAdapteur-PEDF ont été utilisées pour 
réaliser des essais d'angiogenèse in vivo. Un total de 1 X 10® cellules ont été 
mélangées au matrigel et injectées de façon sous-cutanée dans 5 souris femelles 
CD1 nu/nu. Après 10 jours, les souris ont été sacrifiées et les masses de matrigel 
ont été photographiées afin de mettre en évidence le développement des 
vaisseaux sanguins. Cette expérience a été effectuée une fois. 
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gène PEDF a été mesuré par PCR en temps réel (Figure 19A). Il a été observé 
que les shARN 293, 294, 295 et 296 diminuent l'expression du transcrit de PEDF 
de plus de 90 %. Ces cellules ont par la suite été utilisées pour réaliser une courbe 
de prolifération cellulaire. Un total de 100 000 cellules a été ensemencé dans 3 
puits d'une plaque de culture contenant 6 puits de 60mm et ce, pour chaque 
condition et pour chacun des temps de la courbe. Les cellules ont été comptées 
aux jours 1, 2, 4, 6 et 7. Cette expérience a permis de montrer que la perte 
d'expression de PEDF chez la lignée Caco 2/15 entraîne un arrêt complet de la 
croissance de ces cellules (Figure 19B). 
11. Expression du gène PEDF et de ses régulateurs transcriptionnels 
(NCOR1, RARa et RXRa) dans le cancer colorectal. 
Plusieurs études ont démontré que PEDF est un gène suppresseur de tumeurs 
(CHEUNG, et al., 2006; EK, et al., 2006; FERNANDEZ-GARCIA, et al., 2007) et ce, dans divers 
modèles cancéreux. À ce jour, peu d'équipes se sont intéressées à étudier le rôle 
potentiel de gène suppresseur de tumeur de PEDF dans le cancer colorectal. Des 
échantillons d'ARN provenant de 21 patients atteints de cancers colorectaux ont 
été analysés par PCR quantitatif. Les niveaux d'expression des transcrits de PEDF 
et de ses régulateurs transcriptionnels NCOR1, RARA et RXRA ont été mesuré 
dans les tumeurs ainsi que dans les marges de résection associées à chacune 
d'entres-elles (Figure 20). Ces résultats montrent que l'expression du transcrit de 
PEDF est légèrement augmentée dans le cancer colorectal et ce de manière 
significative (1.70 p<0.02). Des résultats similaires ont été obtenus pour les 
transcrits du corépresseur NCOR1 (2.1 p<0.01), RARA (4.52 p<0.001) et RXRA 
(1.68 p<0.02). Des immunofluorescences à l'aide d'un anticorps dirigé contre 
PEDF ont par la suite été réalisées sur des coupes de tumeurs provenant des 
biopsies effectuées chez les mêmes 21 patients (Figure 21). Les résultats de ces 
expériences montrent une augmentation de l'intensité du signal vert (FITC) dans la 
majorité des coupes de tumeurs comparativement au faible signal retrouvé dans 














Figure 19 : Effet de la perte d'expression de PEDF sur la lignée cancéreuse 
colorectale humaine Caco 2/15. (A) Suite à leur infection avec des lentivirus 
permettant d'exprimer des ARN interférants dirigés contre ie messager de PEDF, 
les cellules Caco 2/15 ont été sélectionnées pendant 7 jours. L'ARN total des 
cellules a été extrait et les niveaux d'expression du transcrit de PEDF ont été 
mesurés par PCR quantitatif dans les cellules ayant été infectées avec les shPEDF 
versus le shcontrôle. (B) Les cellules Caco 2/15 ont été infectées avec des 
lentivirus permettant d'exprimer des ARN interférants dirigés contre le messager 
de PEDF puis sélectionnées pour 7 jours. Un total de 100 000 cellules a été 
ensemencé dans 3 puits de 60 mm par condition et les cellules ont été comptées 
aux jours 1, 2,4, 6 et 7. Cette expérience a été effectuée une fois. Les graphiques 
représentent les moyennes ± les SEM. Un test ANOVA 2 voies a été utilisé pour 























Figure 20 : Expression de PEDF et de ses régulateurs dans le cancer 
colorectal. L'expression génique de PEDF, de NCOR1, de RARa et de RXRa a 
été mesurée dans 21 biopsies de patients atteints de cancer colorectal. Les 
valeurs ont été exprimées selon le ratio d'expression dans la tumeur par rapport à 
l'expression retrouvée dans la marge de résection de chacune des tumeurs. 
L'expression a été rapportée selon le géne de référence p2mic. Les graphiques 
représentent les moyennes ± les SEM. Des tests T de Student ont été utilisés pour 
mesurer la significativité des résultats (*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001). 




Figure 21 : Localisation de la protéine PEDF dans des tumeurs colorectales. 
Des immunofluorescences ont été effectuées à l'aide d'un anticorps spécifique 
dirigé contre la protéine PEDF sur des coupes de tissus de patients atteints de 
cancer colorectal. Le marquage vert (FITC) correspond au marquage obtenu avec 
l'anticorps PEDF, tandis que le marquage bleu (DAPI) correspond aux noyaux des 
cellules présentes sur la coupe. Les tissus cancéreux ont été pairés avec les 
marges de résection de chacune des tumeurs afin de visualiser le marquage de 
base de PEDF présent dans le tissu colique sain de chacun des patients. 

DISCUSSION 
La régulation transcriptionnelle des gènes est un processus complexe impliquant 
plusieurs joueurs essentiels (BRIVANLOU et DARNELL, 2002). Il a été montré que le 
corépresseur NCOR1 est impliqué dans la répression active des gènes de par son 
association avec plusieurs classes de facteurs de transcription dont notamment les 
récepteurs nucléaires (PERISSI et ROSENFELD, 2005). Le corépresseur NCOR1 est 
présent dans un large complexe de répression impliquant l'histone déacétylase 
HDAC3 (WEN, et al., 2000)'. Des travaux effectués dans le laboratoire ont permis 
d'étudier le rôle fonctionnel de NCOR1 au niveau des cellules épithéliales 
intestinales et ont également permis d'identifier de nouvelles cibles 
transcriptionnelles potentielles, dont le gène PEDF (DOYON, et al., 2009). Dans les 
dernières années, le gène PEDF est devenu un sujet d'actualité et de nombreuses 
publications ont rapporté ses différents rôles cellulaires. Il a été montré que PEDF 
est un important facteur anti-angiogénique (DAWSON, et al., 1999) de même qu'un 
gène suppresseur de tumeur dans plusieurs cancers humains (BROADHEAD, et al., 
2009). Les objectifs principaux de mes travaux furent de déterminer comment est 
régulé le promoteur du gène PEDF, de déterminer si PEDF agit comme un gène 
suppresseur de tumeur dans les cellules cancéreuses colorectales humaines et 
finalement d'étudier son statut dans le cancer colorectal. 
1. Le promoteur du gène PEDF humain est contrôlé par les récepteurs à 
l'acide rétinoïque et le corépresseur NCOR1 
Dans un premier temps, le lien transcriptionnel existant entre le corépresseur 
NCOR1 et le gène PEDF a été étudié. Une analyse bio-informatique du promoteur 
humain du gène PEDF a permis d'identifier plusieurs éléments de réponse 
susceptibles de recruter diverses classes de facteurs de transcription. Parmi ceux-
ci, plusieurs éléments de réponse aux récepteurs à l'acide rétinoïque ont été 
identifiés. Il était déjà connu dans la littérature que la vitamine A et que ces 
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produits métabolisés dont l'acide rétinoïque pouvaient réguler l'expression de 
PEDF dans les cellules de la rétine et dans les cellules endothéliales (TOMBRAN-
TINK, et al., 2004; UCHIDA, et al., 2005). Cependant, le mécanisme par lequel l'acide 
rétinoïque pouvait contrôler l'activité du promoteur de PEDF n'était pas connu. 
Dans un premier temps, l'utilisation de gel de rétention a permis de confirmer la 
liaison des récepteurs à l'acide rétinoïque à plusieurs éléments de liaison présents 
dans le promoteur de PEDF. 
Par la suite, des essais transcriptionnels utilisant le gène rapporteur de la 
luciférase couplé au promoteur du gène PEDF ont montré que les récepteurs à 
l'acide rétinoïque RARa et RXRa ont la capacité d'activer le promoteur de PEDF 
indépendamment l'un de l'autre et que lorsqu'ils sont combinés ensembles, ils 
activent de façon plus importante ce dernier. Ces résultats ont également 
démontré que le corépresseur NCOR1 réprime le promoteur de PEDF lorsque les 
récepteurs à l'acide rétinoïque sont présents. Mis ensemble, ces résultats ont 
montré pour la première fois un lien transcriptionnel direct entre les récepteurs à 
l'acide rétinoïque, PEDF et le corépresseur NCOR1 (DOYON, et al., 2009). 
2. PEDF est exprimé par les cellules épithéliales intestinales humaines. 
Bien que l'expression de PEDF ait été détectée dans plusieurs tissus humains 
fœtaux et adultes (TOMBRAN-ÏINK, et al., 1996) dont l'intestin grêle et le côlon, aucune 
étude n'a détaillé l'expression de PEDF dans les cellules épithéliales intestinales 
humaines. Des tissus intestinaux foetaux de jéjunum et d'iléon ont été utilisés pour 
réaliser des immunofluorescences afin de localiser la protéine PEDF au sein de 
ces tissus. Ces expériences ont permis de détecter la protéine PEDF dans les 
deux tissus. De plus, il a été remarqué que dans le jéjunum, la protéine PEDF est 
localisée au niveau nucléaire des cellules épithéliales de même que dans de façon 
ponctuée dans le cytoplasme à la surface apicale de ces cellules rappelant la 
structure typique de granules de sécrétion. Cette observation corrèle bien avec le 
fait que PEDF est connu pour être une protéine sécrétée (PILLEUR, et al., 2009). 
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Cependant, des expériences de localisation plus précises telle que 
l'immunodétection couplée à la microscopie électronique nous permettrait de 
mieux définir cette localisation. Il a également été observé qu'un type cellulaire 
jusqu'à maintenant non identifié et situé à la base de l'épithélium montre un fort 
marquage pour la protéine PEDF. Il pourrait s'agir de cellules entéroendocrines ou 
encore de lymphocytes transépithéliaux. Ces deux hypothèses devront être 
confirmées par des expériences d'immunofluorescences et de co-marquages de 
ces types cellulaires avec des anticorps spécifiques. Au niveau de l'iléon, il a été 
possible d'observer un fort marquage à la surface apicale des cellules épithéliales 
intestinales rappelant encore une fois des granules de sécrétion. Par contre, dans 
ce segment de l'intestin grêle, aucun marquage nucléaire n'a été observé de 
même qu'aucun marquage plus intense dans un type cellulaire donné. Au cours de 
ces travaux, plusieurs résultats obtenus tant d'immunobuvardages que 
d'immunofluorescences ont mis en doute la spécificité de l'anticorps PEDF utilisé. 
Ces résultats restent ainsi des résultats préliminaires et la réalisation d'une 
hybridation in situ sera nécessaire pour valider la spécificité de notre anticorps par 
comparaison au profil d'expression du messager et ainsi confirmer la localisation 
de PEDF dans l'intestin et le côlon humain fœtal et adulte. 
3. PEDF est exprimé différentiellement dans les lignées cancéreuses 
colorectales humaines 
Afin d'étudier les rôles de PEDF, le niveau d'expression génique de PEDF a été 
mesuré par PCR quantitatif dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales humaines. Les résultats obtenus lors de ces expériences ont permis 
de montrer que les diverses lignées cancéreuses colorectales expriment des 
niveaux différents de PEDF. Les lignées Caco 2/15 et SW480 expriment des 
niveaux élevés de PEDF tandis que les lignées DLD1, HCT116 et HT29 montrent 
des niveaux d'expression beaucoup plus faibles. Ces données sont en accord 
avec la littérature puisque certains groupes ont montré que l'expression de PEDF 
est perdue dans plusieurs lignées cancéreuses et que cette diminution corrèle 
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avec le niveau de progression des cancers desquels elles sont isolées, 
l'agressivité et le potentiel métastatique des cellules cancéreuses (CAI, et al., 2006; 
CHEUNG, et al., 2006; HAUN, et al., 2004; ORGAZ, et al., 2009). Les lignées cellulaires 
utilisées dans le cadre de ces travaux proviennent de patients atteints de cancer 
colorectal à des stades différents. Certaines sont plus agressives que d'autres et 
ont des potentiels d'invasion, de migration et de formations de métastases plus 
importants que d'autres. Cependant, lorsque l'expression protéique de PEDF a été 
mesurée par immunofluorescence dans ces mêmes lignées cancéreuses 
colorectales il a été possible de constater un marquage similaire entre toutes ces 
lignées. Tel que mentionné plus tôt, la spécificité de l'anticorps utilisé pour détecter 
la protéine PEDF a été mis en doute à plusieurs reprises dans le cadre de ces 
travaux. Pour l'instant, les résultats de PCR quantitatif restent une mesure 
beaucoup plus fiable des niveaux d'expression de PEDF dans les lignées 
cancéreuses colorectales humaines. 
Dans un second temps, l'expression de PEDF a été mesurée à post confluence 
afin de vérifier si un arrêt de la prolifération cellulaire pouvait faire varier 
l'expression de PEDF. Il a été suggéré que PEDF puisse être un facteur nucléaire, 
impliqué dans l'arrêt du cycle cellulaire en phase G0 et que son expression soit 
directement reliée au phénomène de sénescence réplicative (PIGNOLO, et al., 2003), 
une propriété que de nombreuses lignées cancéreuses ne possèdent pas. À 
l'atteinte de la confluence cellulaire, la plupart des lignées vont arrêter de proliférer 
par un processus appelé inhibition de contact (ABERCROMBIE, 1979). Les résultats 
obtenus ont permis de conclure que l'expression de PEDF n'est pas modulée en 
fonction de la confluence cellulaire chez les Caco 2/15, SW480 et DLD1. Par 
contre, il a été possible d'observer une faible modulation dans les modèles 
HCT116 et HT29. Il n'est donc pas possible de corréler le profil d'expression de 
PEDF en fonction de l'état prolifératif des cellules cancéreuses colorectales 
humaines. 
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Lors de l'atteinte de la confluence, la lignée cellulaire Caco 2/15 entame un 
processus de différenciation cellulaire complexe. Bien que PEDF soit reconnu pour 
être un important facteur de différenciation, le fait de ne pas observer de différence 
pour l'expression de PEDF à post confluence tend à exclure un rôle de celui-ci 
dans la différenciation de ce modèle. Ces évidences s'opposent aux données 
répertoriées dans la littérature et à notre première hypothèse de recherche. La 
protéine PEDF fut identifiée pour la première fois dans le milieu de culture des 
cellules RPE comme étant capable d'induire la différenciation neuronale de 
cellules de rétinoblastomes Y-89 (TOMBRAN-TINK et JOHNSON, 1989). Il a également 
été rapporté que PEDF pouvait induire la différenciation des cellules 
d'ostéosarcomes Saos-2 (SASAKI, et al., 2005). Par contre, aucune évidence dans la 
littérature ne suggère un lien entre PEDF et la différenciation des cellules 
épithéliales intestinales. Comme PEDF est une protéine aux fonctions multiples, il 
est possible que PEDF ne soit pas un facteur de différenciation dans ce contexte 
spécifique. 
Comme mentionné précédemment, les résultats obtenus suite aux essais 
transcriptionnels in vitro avaient permis de montrer que les récepteurs à l'acide 
rétinoïque de type RARa et RXRa de même que le corépresseur NCOR1 
pouvaient réguler l'expression du gène PEDF (DOYON, et al., 2009). Dans le but de 
comprendre la variation des niveaux d'expression de PEDF d'une lignée cellulaire 
à une autre, les niveaux d'expression des régulateurs de PEDF identifiés plus tôt 
ont eux aussi été mesurés. Ces résultats n'ont pas permis d'établir un lien 
fonctionnel entre l'expression de ces régulateurs et PEDF. En effet, les niveaux 
d'expression des récepteurs à l'acide rétinoïque RARa et RXRa sont eux aussi 
variables d'une lignée cellulaire à une autre, tout comme les niveaux d'expression 
du corépresseur NCOR1. Il n'a donc pas été possible de corréler les niveaux 
d'expression de PEDF avec les valeurs obtenues pour ses régulateurs. 
Cependant, la mesure du niveau d'expression de ces facteurs ne nous renseigne 
pas sur l'état de l'expression protéique et de la localisation de ces protéines. En 
effet, il est connu que des modifications post-traductionnelles, comme la 
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phosphorylation, peuvent affecter la localisation intracellulaire des récepteurs à 
l'acide rétinoïque dans le contexte du cancer colorectal et empêcher leurs rôles 
transcriptionnels (D'ERRICO et MOSCHETTA, 2008). Il a également été rapporté que la 
localisation cellulaire du corépresseur NCOR1 peut passer de nucléaire à 
cytoplasmique dans le cancer colorectal ce qui entraîne sa dégradation et 
ultimement une régulation aberrante de ses gènes cibles (FERNANDEZ-MAJADA, et 
al., 2007; TZELEPI, et al., 2009). Il serait donc possible que certaines lignées 
cancéreuses colorectales subissent de pareilles modifications et que celles-ci 
affectent PEDF. 
4. Les récepteurs de PEDF sont exprimés par les cellules cancéreuses 
colorectales humaines 
Dans les dernières années, plusieurs groupes se sont intéressés à caractériser les 
différents récepteurs de PEDF afin de mieux comprendre les mécanismes d'action 
de cette protéine (ALBERDI, et ai., 1999; ALBERDI, et ai., 2003; BERNARD, et ai., 2009; 
NOTARI, et al., 2006). La présence de deux épitopes fonctionnels au niveau de la 
protéine PEDF a permis d'identifier deux récepteurs pouvant recruter PEDF soit ; 
le récepteur « PEDF-R » associé à une activité phospholipase A2 membranaire au 
niveau des cellules neuronales et rétiniennes (NOTARI, et al., 2006) et le récepteur à 
laminines de 67 kDa au niveau des cellules endothéliales (BERNARD, et ai., 2009). 
Dans le cadre de nos travaux, les niveaux d'expression des deux récepteurs ont 
été mesurés dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses colorectales sans 
toutefois chercher à élaborer sur les mécanismes d'action possibles de PEDF au 
niveau des cellules cancéreuses colorectales humaines. Les résultats obtenus ont 
mis en évidence que les cinq lignées cellulaires utilisées exprimaient à la fois le 
récepteur couplé à une phospholipase A2 et le récepteur à laminines de 67 kDa. 
Ces résultats sont provocateurs puisque jusqu'à maintenant, les récepteurs étaient 
connus pour être exprimés de façon exclusive dans des types cellulaires différents 
afin de médier leurs rôles associés distincts. Finalement, bien que deux récepteurs 
aient été identifiés et caractérisés pour PEDF, il est possible que l'action de PEDF 
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passe par d'autres voies de signalisation complètement différentes. Par exemple, il 
est connu que PEDF est une protéine sécrétée qui possède une distribution 
asymétrique de ses charges la rendant capable d'interagir avec une grande variété 
de molécules présentes dans la matrice extracellulaire telles que l'héparine, 
l'hyaluronan et le collagène (EK, et al., 2006). Il est même suggéré que dans le cas 
du récepteur à laminine de 67 kDa, l'héparine sulfate soit même essentielle pour 
l'interaction du ligand PEDF avec son récepteur (BERNARD, et al., 2009). On ignore 
encore l'impact réel de la liaison de PEDF au niveau de la matrice extracellulaire 
de l'intestin humain, mais il est possible que cette propriété influence les fonctions 
biologiques de la protéine. 
5. PEDF est un suppresseur de tumeur dans les cellules cancéreuses 
colorectales humaines. 
Le second objectif de ce projet de recherche était de déterminer si PEDF peut agir 
comme un suppresseur de tumeur dans le contexte du cancer colorectal. Plusieurs 
évidences présentées dans la littérature ont rapporté que PEDF est un important 
gène suppresseur de tumeur de par ses propriétés antiangiogéniques et 
proapoptotiques et ce, dans différents modèles de cancers incluant les 
mélanomes, le cancer de la prostate, des ovaires, du pancréas, les ostéosarcomes 
et plusieurs autres (CHEUNG, et al., 2006; EK, et al., 2007; HALIN, et al., 2010; HASE, et al., 
2005; ORGAZ, et al., 2009). Pour répondre à cet objectif, un vecteur de surexpression 
de PEDF a été produit. Ce vecteur a permis de moduler à la hausse l'expression 
de PEDF dans les lignées cellulaires n'exprimant que de faibles niveaux de la 
protéine soit, les modèles DLD1, HCT116 et HT29. La réalisation de courbes de 
prolifération cellulaire avec les lignées DLD1 et HT29 a permis d'observer un faible 
ralentissement de la prolifération des cellules DLD1 qui surexpriment la protéine 
PEDF comparativement aux cellules ayant intégré le vecteur vide. Par contre, 
lorsque cette expérience a été effectuée dans les cellules HT29, aucune différence 
dans la prolifération cellulaire n'a pu être observée. Il est important de rappeler que 
les lignées cancéreuses colorectales ne possèdent pas toutes les mêmes 
mutations dans leur génome. Parmi les mutations fréquemment retrouvées dans 
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les lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines, il existe deux 
principales différences entre la lignée DLD1 et la lignée HT29. La lignée DLD1 
possède une mutation de l'oncogène K-Ras (OKADA, et al., 1998) de même qu'une 
mutation rendant la voie de signalisation PI3Kinase constitutivement active 
(SAMUELS, et al., 2005). Ces deux mutations ne sont pas retrouvées chez la lignée 
HT29 et permettent peut-être de réguler négativement l'action de PEDF au niveau 
de ces cellules. En effet, il est connu que l'oncogène K-Ras peut réduire 
l'expression de PEDF et ainsi augmenter le potentiel tumorigénique et 
angiogénique des fibrosarcomes (VILORIA-PETIT, et al., 2003). De plus, la mutation de 
K-ras chez les patients atteints de cancer colorectal cause un stress oncogénique 
et mène à une diminution significative de l'expression de PEDF (DIAZ, et al., 2008). 
Finalement, puisque les voies de signalisations qui contrôlent l'activité de PEDF 
sont encore méconnues et très peu étudiées, il se peut que seules certaines 
lignées soient sensibles à l'action de PEDF. 
La capacité de croître en absence d'ancrage est une autre propriété qui 
caractérise les cellules cancéreuses. Des essais de croissance en agars mous ont 
été effectués afin de vérifier si la surexpression de PEDF allait affecter la capacité 
de ces cellules à survivre d'une part, mais également à proliférer en absence 
d'ancrage. Les résultats obtenus ont permis de montrer que des niveaux élevés de 
PEDF favorisent une diminution du nombre de colonies de même que de la taille 
des colonies formées dans ces essais pour les cellules DLD1 et HT29. Par contre, 
le modèle cellulaire HCT116 n'est pas affecté par la surexpression de PEDF. Ces 
données nous permettent de suggérer encore une fois que les diverses mutations 
retrouvées au niveau des lignées cancéreuses colorectales humaines ont un rôle à 
jouer dans les voies de signalisation qui gouvernent les actions intracellulaires de 
PEDF. La lignée HCT116 est la seule de ces trois lignées qui conserve 
l'expression de la protéine p53 de type sauvage (MARIADASON, et al., 2003). Il 
semblerait qu'un lien transcriptionnel puisse exister entre PEDF et p53 (HO, et al., 
2007). Dans les cellules endothéliales, PEDF serait responsable d'activer la 
transcription du récepteur nucléaire PPARy ce qui engendrerait la transcription du 
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gène suppresseur de tumeur p53 menant à l'apoptose de ces cellules. Dans le cas 
des cellules cancéreuses colorectales humaines, le même phénomène n'a pas 
encore été observé. Par contre, il a été démontré que l'expression de PEDF peut 
être contrôlée par deux membres de la famille de la protéine p53, soit les protéines 
p63 et p73 (DiAZ, et al., 2008). Puisque les résultats obtenus ont montré que PEDF 
n'affectait pas la capacité de survivre et de croître en absence d'ancrage des 
HCT116, il se peut que la protéine p53 de type sauvage interfère dans le 
mécanisme d'action de PEDF. Il est toutefois encore difficile de comprendre 
pourquoi l'effet de PEDF est différent d'une lignée cellulaire à une autre. 
Un autre point important à considérer pour expliquer les effets observés dans les 
différentes lignées cancéreuses colorectales est l'état de phosphorylation de la 
protéine PEDF. En effet, il est maintenant bien accepté que les fonctions de PEDF 
sont régulées par trois sites de phosphorylation (MAIK-RACHLINE et SEGER, 2006). 
Les sérines 24 et 114 ont la possibilité d'être phosphorylées par la caséine kinase 
2, alors que la sérine 227 peut être phosphorylée par la protéine kinase A. Des 
études ont montré que l'utilisation de mutants de phosphorylation de PEDF 
permettait d'augmenter les activités antiangiogéniques et antitumorales de la 
protéine (KONSON, et al., 2010). Il est possible que l'état de phosphorylation de la 
protéine PEDF soit différent d'une lignée à une autre et ce, par la présence ou 
l'absence des différentes voies de signalisation et/ou kinases impliquées dans la 
régulation de la phosphorylation de cette protéine. 
Afin de confirmer le potentiel suppresseur de tumeur de PEDF dans le cancer 
colorectal, des essais in vivo ont été effectués. Dans un premier temps, un essai 
d'angiogenèse a été effectué en utilisant les cellules HT29 surexprimant PEDF. Ce 
dernier a été montré comme étant un puissant facteur anti-angiogénique (DAWSON, 
et al., 1999). Étant donné le rôle important que joue l'angiogenèse dans la 
croissance, dans l'invasion et dans le potentiel métastatique de plusieurs tumeurs 
(FOLKMAN, 1990), PEDF pourrait être une cible thérapeutique intéressante pour 
cibler les vaisseaux sanguins qui parsèment les tumeurs, qui aident à leur 
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croissance et favorisent le développement de métastases (MANALO, et ai., 2010). Les 
cellules ont été ensemencées dans du matrigel puis injectées de façon sous-
cutanée dans des souris nues. Ce résultat préliminaire a permis de montrer que 
lorsque les cellules surexpriment PEDF, il y a moins de vaisseaux sanguins 
apparents aux. pourtours de la masse de matrigel. Des analyses quantitatives 
seront réalisées afin de mesurer le réel impact de PEDF dans le processus de 
vascularisation induit suite à l'injection de cellules cancéreuses colorectales 
humaines. Dans un second temps, un essai de croissance tumorale a été effectué 
avec les cellules HT29 surexprimant la protéine PEDF. Cet essai a permis 
d'observer une diminution de la masse des tumeurs formées chez les souris nues 
lorsque les cellules sont injectées de façon cutanée et ce, comparativement à la 
masse tumorale formée suite à l'injection des cellules HT29 ayant intégré le 
vecteur contrôle vide. Ensemble, ces deux expériences, bien que préliminaires, ont 
permis de montrer que PEDF joue son rôle anti-angiogénique en diminuant le 
nombre de cellules endothéliales qui vont être recrutées par les cellules 
cancéreuses colorectales et qui vont mener à la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins. De plus, elles permettent de mettre en évidence pour la première fois, le 
potentiel de gène suppresseur de tumeur de PEDF dans le cancer colorectal. 
Jusqu'à maintenant, les résultats obtenus lors de nos travaux ont permis de 
démontrer que la surexpression de PEDF affecte la prolifération et la capacité de 
croissance en absence d'ancrage des cellules cancéreuses colorectales 
humaines. Ces résultats de même que ceux obtenus lors des essais in vivo, 
supportent bien l'hypothèse selon laquelle PEDF est un gène suppresseur de 
tumeur dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. Cependant, dans le 
cas où l'expression de PEDF est diminuée, plusieurs groupes ont rapporté une 
implication directe dans la progression tumorale des glioblastomes, dans le cancer 
pancréatique et dans le cancer du sein (CAI, et al., 2006; GUAN, et al., 2003; UEHARA, et 
al., 2004). Dans le cas des cellules cancéreuses de mélanomes, la perte 
d'expression de PEDF entraîne l'augmentation du potentiel d'invasion, de 
migration et de formation de métastases (ORGAZ, et ai., 2009). Dans cette optique, 
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des ARN interférants dirigés contre le messager de PEDF ont été utilisés afin de 
mesurer l'impact de la perte d'expression de PEDF chez une lignée cancéreuse 
colorectale humaine qui possède une forte expression de PEDF. Lorsque intégré 
dans le génome des cellules Caco 2/15, les ARNs interférants ciblant PEDF ont 
permis d'observer un important ralentissement de la prolifération de ces cellules. 
Ce résultat inattendu va à rencontre des données présentes dans la littérature et 
reste pour le moment bien difficile à comprendre. Il est possible que la perte 
d'expression de PEDF amène les cellules Caco 2/15 à entrer dans un processus 
d'apoptose. Il est important de rappeler ici que ce modèle est bien particulier 
puisque les cellules se différencient en cellules apparentées aux entérocytes de 
l'épithélium de l'intestin grêle lors de l'atteinte de la confluence. Advenant le cas où 
PEDF influencerait la différenciation de ce modèle à l'atteinte de la confluence, il 
est possible de croire que la perte prématurée de ce facteur dans des cellules à 
faible densité cellulaire enclenche des mécanismes de différenciation et que 
celles-ci ne soit pas capable de compléter le processus de différenciation et 
finissent par mourir par apoptose. 
6. L'expression de PEDF est augmentée chez les patients atteints de cancer 
colorectal 
Comme mentionnée dans la section précédente, l'expression de PEDF est réduite 
dans plusieurs cancers humains (CAl, et al., 2006; HALIN, et al., 2004; ORGAZ, et al., 2009; 
QlNGYl, et al., 2009). Ce phénomène corrèle avec son potentiel de gène suppresseur 
de tumeur. Afin de répondre à notre dernier objectif de recherche qui était de 
déterminer le statut de PEDF dans le cancer colorectal, l'expression de PEDF a 
été mesurée chez des patients atteints de cancer colorectal. Les résultats obtenus 
ont permis d'observer que PEDF de même que RARa, RXRa et NCOR1 sont 
augmentés de manière significative chez ces patients. Des immunofluorescences 
ont également été réalisées sur des coupes de tissu provenant de ces mêmes 
patients. Ces immunofluorescences ont permis d'observer un important marquage 
de PEDF dans la majorité des tumeurs observées et ce, comparativement aux 
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marges de résection de chacune des tumeurs. Au cours de ces travaux, plusieurs 
résultats ont mis en doute la spécificité de l'anticorps utilisé pour détecter la 
protéine PEDF. Cependant, le fait d'observer à la fois une augmentation de 
l'expression du transcrit de PEDF et de la protéine en immunofluorescence laisse 
croire que ces résultats sont valides. La question qui demeure est pourquoi un 
gène suppresseur de tumeur serait augmenté dans le cancer colorectal alors qu'il 
ne l'est pas dans plusieurs autres cancers humains ? 
Tout d'abord, il a été démontré que l'expression de PEDF dans les tumeurs 
colorectales varie en fonction de la localisation des tumeurs. L'expression serait 
plus élevée dans le segment droit et diminuerait dans le gauche et dans le rectum, 
soit une diminution proximale distale (DIAZ, et al., 2008). Cette information permet de 
s'interroger sur la localisation des tumeurs analysées dans cette étude et à se 
demander si ce paramètre a pu influencer les résultats obtenus. 
L'expression du corépresseur NCOR1 a également été mesurée les tumeurs 
provenant de patients atteints de cancer colorectal. Les résultats obtenus ont 
montré que l'expression du corépresseur est à la hausse dans ces tumeurs tout 
comme celle de PEDF. Une raison pouvant expliquer ce résultat est la localisation 
de NCOR1 dans les tumeurs colorectales. En effet, il a été rapporté que dans la 
carcinogenèse colorectale, la localisation de la protéine NCOR1 tend à devenir 
cytoplasmique et ainsi mène à une régulation aberrante de ces gènes cibles 
(FERNANDEZ-MAJADA, et al., 2007; TZELEPI, et al., 2009). 
Peu d'études ont rapporté des rôles pour PEDF dans le cancer colorectal. Par 
contre, une étude publiée récemment a montré que les patients atteints de cancers 
colorectaux présentaient une diminution de 55 % de l'expression de PEDF dans 
leur sérum (WAGSATER, et al., 2010). Il est possible que l'augmentation observée 
dans notre étude ne soit observable que pour l'expression du transcrit de PEDF et 
que les niveaux sériques de PEDF soient diminués. Cette étude a également 
soulevé que le gène PEDF présentait certains polymorphismes qui corrèlent 
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partiellement avec la diminution mesurée dans le sérum des patients. Il n'est pas 
possible d'exclure pour le moment que le gène PEDF soit muté dans le cancer 
colorectal. Il pourrait être possible que des mutations mènent à une accumulation 
d'une protéine PEDF non fonctionnelle tel qu'il est maintenant bien démontré pour 
certains autres gènes suppresseurs de tumeurs incluant TP53 (GOH, et al., 2011). De 
plus, tel que mentionné dans l'introduction, le gène PEDF est situé sur le 
chromosome 17p13.1. Cette région génomique contient plusieurs gènes 
suppresseurs de tumeurs tels que TP53 et BRAC1 et est fréquemment mutée 
dans les cancers humains. Il a également été rapporté que dans le cancer ovarien, 
il se produit une suite de délétions alléliques au niveau de ce chromosome. Ceci 
engendre la perte du gène PEDF puis de TP53 et de BRAC1 menant à la 
progression de type de cancer (PHILLIPS, et ai., 1996). 
Finalement, puisque le cancer colorectal est un modèle de carcinogenèse qui 
compte plusieurs stades associés à plusieurs mutations et délétions alléliques 
(FEARON et VOGELSTEIN, 1990; KLUMP, et al., 2004), il faut garder en tête que 
l'augmentation de PEDF est peut-être dépendante de la progression de ce cancer. 
Les échantillons de patients utilisés jusqu'à maintenant dans cette étude ne sont 
pas assez nombreux pour pouvoir corréler les résultats obtenus avec les stades de 
ce type de cancer. 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Les résultats obtenus dans la présente étude ont permis de démontrer dans un 
premier temps que le promoteur de PEDF comporte plusieurs éléments de liaison 
pour les récepteurs à l'acide rétinoïque et que ceux-ci sont en mesure de réguler le 
promoteur de PEDF en recrutant le corépresseur NCOR1. Dans un second temps, 
il a été montré que PEDF est exprimé par les cellules épithéliales intestinales 
humaines et que ses régulateurs et récepteurs le sont également. Suite à ces 
observations, il a été possible de moduler l'expression de PEDF dans des lignées 
cellulaires cancéreuses colorectales afin de montrer que PEDF peut jouer le rôle 
d'un suppresseur de tumeur en affectant la capacité de prolifération et de 
croissance en absence d'ancrage de ces cellules. Des essais in vivo ont 
également montré que les deux propriétés principalement attribuées à PEDF soit 
ses fonctions anti-angiogénique et antitumorales étaient retrouvées chez cellules 
cancéreuses colorectales humaines. Finalement, le statut de PEDF a été étudié 
chez des patients atteints de cancer colorectal afin de comprendre son implication 
dans la carcinogenèse colorectale. 
Certains aspects de ce projet restent pour le moment préliminaires ou encore 
partiellement compris. Dans un premier temps, la réalisation d'une expérience 
d'hybridation in situ sera essentielle pour confirmer le patron d'expression de 
PEDF dans les tissus intestinaux fœtaux et adultes puisque plusieurs résultats ont 
mis en doute la spécificité de l'anticorps tout au long de ce projet de recherche. 
Cette expérience sera également très pertinente dans la mesure où elle permettra 
de confirmer si l'expression de PEDF est réellement à la hausse dans les patients 
atteints de cancer colorectal tout comme le laisse croire les immunofluorescences 
présentées dans ce travail. 
Il faudra dans un deuxième temps confirmer les résultats obtenus lors des essais 
in vivo. Il sera très intéressant de poursuivre les essais d'angiogenèse avec les 
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lignées cancéreuses colorectales DLD1 et HCT116 afin de voir si la surexpression 
de PEDF dans ces dernières engendre les mêmes résultats que dans la lignée 
HT29. De plus, il sera important de quantifier les résultats d'angiogenèse en 
analysant par marquage immunofluorescent les cellules endothéliales à l'aide d'un 
anticorps spécifique dirigé contre CD31 sur des coupes des masses de matrigel . 
Il sera également intéressant d'établir des essais tumorigéniques in vivo avec les 
lignées DLD1 et HCT116 afin de mesurer si PEDF est capable de moduler ses 
effets antitumoraux dans ce contexte particulier. 
Bien que peu abordé jusqu'à maintenant dans ce travail, PEDF possède la 
capacité d'influencer la migration, l'adhésion et le potentiel invasif de certaines 
lignées cancéreuses. Dans la poursuite de ce projet, ces trois aspects seront 
étudiés dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. Il sera possible 
d'utiliser des lignées cellulaires exprimant faiblement le transcrit de PEDF telles 
que les DLD1, HT29 et HCT116 afin de surexprimer la protéine et réaliser des 
essais de migration en chambre et des essais de blessure in vitro. Il sera aussi 
intéressant de réaliser des injections de ces cellules dans la veine de la queue de 
souris nues afin de mesurer si PEDF diminue la capacité des cellules cancéreuses 
colorectales à envahir l'organisme et à former des métastases. 
Puisque le résultat obtenu suite à l'utilisation d'ARN interférents dirigés contre 
PEDF dans le modèle Caco 2/15 est difficile à interpréter, il sera essentiel de 
poursuive le travail avec cet outil. Ces ARN interférents seront utilisés dans 
d'autres lignées cancéreuses colorectales afin de vérifier si la perte d'expression 
de PEDF entraînement systématiquement l'arrêt de la prolifération cellulaire ou 
encore la mort cellulaire. Il sera également possible de vérifier si la diminution de 
PEDF affecte d'autres fonctions comme la différenciation, la migration, l'adhésion 
et le potentiel d'invasion chez les cellules cancéreuses colorectales humaines. 
Finalement, dans un tout autre ordre d'idée, il sera très pertinent d'évaluer si PEDF 
est muté chez les patients atteints de cancer colorectal. De plus, l'expression de 
100 
PEDF sera mesurée dans un plus grand nombre de patients atteint de cancer 
colorectal afin d'être en mesure de ciassifier les résultats obtenus en fonction du 
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